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1.-DATOS ADMINISTRATIVOS

TITULO: Nutricion y alimentacién de paralarvas y subadultos de pulpo
de roca (Octopus vulgaris).

DATOS DEL COORDINADOR DEL PROYECTO

Nombre y Apellidos: Benjamin Garcia Garcia.

Organismo/ Centro: Instituto Murciano de Investigacion y Desarrollo Agrario
y alimentario. Consejeria de Agricultura y Agua de la Region de Murcia.

Correo electronico: benjamin.garcia@carm.es
Comunidades Auténomas participantes

C.A. de Andalucia.

Responsable en la Comunidad Auténoma: Daniel Acosta Camacho.
Grupo de Investigacion: IFAPA centro “Agua del Pino”

Investigador responsable: José Luis Mufioz Pérez.

C.A. de Asturias.

Responsable en la Comunidad Autonoma: José Francisco Carrasco Fidalgo.
Grupo de Investigacion: CEP.

Investigador responsable: Carmen Rodriguez Rodriguez.

C.A. de Baleares.

Responsable en la Comunidad Auténoma: José Maria Valencia Cruz
Grupo de Investigacion: LIMIA.

Investigador responsable: José Maria Valencia Cruz.

C.A. de Canarias.

Responsable en la Comunidad Autonoma: Maria Soledad Izquierdo Lopez.
Grupo de Investigacion: ICCM y IEO de Tenerife.

Investigador responsable: Juan Socorro Cruz.

C.A. de Cataluia.

Responsable en la Comunidad Auténoma: Marti Sans Pairuté.
Grupo de Investigacion: IRTA.

Investigador responsable: Alicia Estévez Garcia.

C.A. de Galicia.

Responsable en la Comunidad Autonoma: Fatima Linares Cuerpo
Grupo de Investigacion: IEO de Vigo y CIMA.
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Investigador responsable: José Iglesias Estévez.

-C.A. de Murcia.

Responsable en la Comunidad Auténoma: Benjamin Garcia Garcia.
Grupo de Investigacion: IMIDA.

Investigador responsable: Jesus Cerezo Valverde.

-C.A. de Valencia.

Responsable en la Comunidad Auténoma: Miquel Lull Part.
Grupo de Investigacion: UPV y IA de Torre la Sal (CSIC).
Investigador responsable: Ana Tomas Vidal.

NOTA:

Por distintos motivos las CCAA de Andalucia, Canarias y Valencia has solicitado
prorroga sin presupuesto para el afio 2013, por lo que el Plan Nacional de
NUTRIPULPO no se ha podido cerrar. En la presente memoria se hace referencia
sb6lo a aquellas que lo han finalizado y que presentan los informes finales
extensos en los anexos correspondientes. El afo préximo, una vez que dichas
CCAA hayan finalizado se presentara el Informe Final completo.
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2.- RESULTADOS TECNICOS PARCIALES DEL PLAN NACIONAL

1. SUBPROYECTO PARALARVAS.
Linea 1.1. Acondicionamiento de reproductores y obtencion de puestas viables
1.2. Sistema de cultivo de parlarvas utilizando un mesocosmos.

1.3. Sistema de cultivo intensivo de paralarvas utilizando como presas Artemia
enriquecida con fitoplancton y enriquecedores.

1.4. Sistema de cultivo intensivo de paralarvas utilizando como presa Artemia y
dietas inertes.

1.5. Cultivo semi-extensivo de paralarvas utilizando zooplancton capturado en el
medio natural, misidaceos cultivados y zoeas de crustaceos vivas o congeladas.

2. SUBPROYECTO SUBADULTOS.
2.1. Requerimientos nutritivos del pulpo de roca.

2.2. Optimizacién de los formatos de pienso para el pulpo de roca.

Estructura: lineas de investigacion y coordinacion.

Coordinador Coordinador Participantes

OPTIPUPO Benjamin Garcia Garcia

SP1. Paralarvas.

L1. Reproductores

L2. Mesocosmos. Javier Roo (ICCM) CAN y BAL.

L3. Enriquecedores. | Juan Socorro Cruz (ICCM) AST, BAL, CAN,
CAT, GAL y VAL.

L4. Dietas inertes. Alicia Estévez (IRTA) CAN y CAT.

LS. Zooplancton José Iglesias Estevez (IEO) AST, BAL, CAN,
CAT y GAL.

SP2. Subadultos

L6. Requerimientos | Jesus Cerezo Valverde (IMIDA) AST, CAN, CATy
MUR.

L7. Pienso Benjamin Garcia Garcia (IMIDA) | AND, AST, CAN,
CAT y MUR.
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C.A. DE ASTURIAS.

2.1. OBJETIVOS INICIALES

Subproyecto Paralarvas

1.1. Acondicionamiento de reproductores y obtencién de puestas viables

1.3. Sistema de cultivo intensivo de paralarvas utilizando como presas Artemia
salina enriquecida con fitoplancton y enriquecedores comerciales

1.3.1. Engorde de Artemia salina a tallas adaptadas a la paralarva
1.3.2. Enriquecimiento de Artemia

1.3.3. Cultivo de paralarvas

1.3.5. Analisis bioquimico de Artemia enriquecida y paralarvas

1.5. Cultivo semi-extensivo de paralarvas utilizando zooplancton capturado en el
medio natural, misidaceos cultivados y zoeas de crustaceos vivas o congeladas

1.5.1. Obtencién de zoeas de decapodos

1.5.2. Obtencién de zooplancton del medio natural
1.5.3. Otras dietas vivas alternativas

1.5.4. Cultivo de paralarvas

Subproyecto de juveniles

2.1 Requerimientos nutritivos del pulpo de roca

2.3. METODOLOGIA Y RESULTADOS.
1.1. Acondicionamiento de reproductores y obtencién de puestas viables

Material y Métodos: Los progenitores de las pesquerias locales, se distribuyeron
en tanques con refugios. Se alimentaron con Lirio (Micromesistius poutassou),
Sardina (Sardina pilchardus), cangrejos vivos (Carcinus maenas) y mejillones
vivos (Mytilus edulis).

Resultados y Discusion: Se estabularon 21 hembras y 8 machos, con pesos entre
1.000g y 2.7000g. Algunas hembras venian fecundadas del mar y la mayoria
realizaron la puesta. Las hembras con puesta pueden adoptar otras puestas y
alcanzar la eclosion de los huevos. El desarrollo embrionario oscildé entre 30 y 74
dias, con temperaturas de 14 a 20°C. La talla /peso de las paralarvas fue de
1,6mm-3,6mm/0,28mg-0,65mg.

1.3. Sistema de cultivo intensivo de paralarvas utilizando como presas Artemia
salina enriquecida con fitoplancton y enriquecedores comerciales

1.3.1. Engorde de Artemia salina a tallas adaptadas a la paralarva
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Material y Métodos: Se utilizé la Artemia EG INVE, Bélgica y se cultivdo en
tanques de 50 L a 28°C . Las microalgas utilizadas fueron T. suecicca e |. galbana
para una densidad de 35 artemias /mL

)

Resultados y Discusion: El crecimiento alcanzado a dia 3 y 7 de cultivo fue de
1,10mm/0,06mg y 1,82mm/0,10mg, con una supervivencia del 92% y 33%,
respectivamente.

1.3.2. Enriquecimiento de Artemia

Material y Métodos: Se utilizaron diferentes concentraciones de harina de krill,
Nannochloropsis oculata (No) y Rhodomonas sp. (Rh)). A los 3 dias y con talla de
300 um se enriquecié a una densidad de 3 art/mL y 26°C., durante 24 horas.

Resultados y Discusion:Los mejores resultados se obtuvieron con la harina de
krill, a 0,3 g/L y 0,4 g/L, Nannochloropsis oculata, a 5x106 cels/mL vy
Rhodomonas sp. a 0,5x106 cels/mL.

1..3.3. Cultivo de paralarvas

Material y Métodos: Sistema de cultivo semiabierto de tanques parabdlicos de 30
L. La entrada de agua favorecia la circulacién vertical de larvas y alimento.
Fotoperiodo natural y densidad de 20 individuos/L. Se utilizé Artemia enriquecida
con Selco y harina de krill.

Resultados y Discusiéon: En ninguno de los 2 casos se llegé a superar los 10 dias
de cultivo.

1.3.5. Analisis bioquimico de Artemia enriquecida y paralarvas

Material y Métodos: Se analizaron Artemia sin enriquecer y enriquecida con Selco,
Ori Green,Harina de Krill, N. oculata) y Rhodomonas sp. y paralarvas recién
eclosionadas y alimentadas con Artemia enriquecida con los distintos
enriquecedores.

Resultados y Discusién: Los enriquecedores de Artemia que mas aportan en
cuanto a acidos grasos son las microalgas Nannochloropsis oculata y
Rhodomonas sp. y Selco. Su uso aporta un contenido en acidos grasos similar al
de las paralarvas recién eclosionadas.

1.5. Cultivo semi-extensivo de paralarvas utilizando zooplancton capturado en el
medio natural, misidaceos cultivados y zoeas de crustaceos vivas o congeladas

1.5.1. Obtencién de zoeas de decapodos

Material y Métodos: Se estabularon hembras de centollo (Maja squinado) ovadas
de 1kg en un tanque de 250 L y se alimentaron con Lirio congelado
(Micromesistius poutassou) y mejillones vivos (Mytilus edulis). Las zoeas se
congelaron para su uso como dieta inerte.

Resultados y Discusion: Llegaron a realizar 6 puestas, con un periodo de
desarrollo embrionario de 32 a 74 dias y una talla media de la zoea de
2,40mmx1,18mm.

1.5.2. Obtencién de zooplancton del medio natural
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Material y Métodos: Se acondicion6 un tanque circular de 7000 L. para mantener
un bloom natural de fitoplancton y zooplancton mediante bombeo y tamizado de
agua de laria.

Resultados: Se descarté su uso por los resultados negativos.
1.5.3. Otras dietas vivas alternativas

Material y Métodos: Se hizo la induccion a la puesta de 20 erizos Paracentrotus
lividus por inyeccion de 5,0 ml de KCI 0,5 N a través de la membrana peristomial.
Los huevos fecundados se mantuvieron a 18 °C durante 48 horas.

Resultados:Las larvas de erizo obtenidas se congelaron y se utilizaron como
alimento para paralarvas de pulpo en los primeros dias del cultivo, en las
experiencias del ano 2011.

1.5.4. Cultivo de paralarvas
Material y Métodos: Se utilizaron 4 sistemas de cultivo:

Sistema 1: Circuito semiabierto de tanques parabdlicos de fibra de color blanco,
con un aporte de agua de 0,4 L/minuto y circulacion vertical de las larvas y del
alimento.

Sistema 2: Tanques troncoconicos de 200 L con tamiz de 300 um. Circuito
cerrado con recirculacion por inyeccion de aire. Renovaciéon parcial diaria y total
cada 10 dias.

El alimento utilizado en ambos casos fue Artemia cultivada con T.suecicca y Ph.
tricornutum y enriquecida con Selco, Ori Green y N. oculata, Zoeas de centollo
congeladas y larvas de erizo congeladas. El fotoperiodo fue natural y la densidad
del cultivo fue de 20 paralarvas/L, en un volumen total de 30L a 20°C-22°C y
32%0-34%o.

Sistema 3: El sistema 2 modificado con un efecto de giro del agua dentro del
tamiz para la resuspension del alimento inerte, a base de Artemia enriquecida con
Selco y zoeas congeladas, a la que se afiadi6 un complemento de Artemia
enriqguecida con Rh (0,5x106 cels/mL) o con No (5x106 cels/mL) y krill
deshidratado.

Sistema 4: Tanque de 1000 L con 3 tamices de 300 pym y sus réplicas, delimitando
un volumen de 17,5 L, en circuito abierto, en donde se valoro la adicidn de zoeas
congelas y krill deshidratado como complemento de la Artemia con Selco

Se calculd la tasa Daily growth index DGI =[( PSFf 1/3 — PSi1/3 )/ (Tf - Ti)] X 100

Resultados y Discusién: Los mejores resultados se obtienen en los tanques
troncoconicos con tamiz, eliminando el sistema de giro por sus efectos negativos
sobre las paralarvas. El cultivo finaliza a los 58 dias con una talla media de
6,23mm y 5,05mg, muy inferior a los valores obtenidos por Villanueva et al. en
2002 vy por Carrasco et al. en 2005.

La tasa de crecimiento diario (DGIl) aumenta hasta el dia 15, luego disminuye
hasta que finaliza el cultivo. A dia 50 de cultivo, la longitud de sus brazos
representa el 43,40 % de la longitud total. El aporte de las larvas de erizo, zoeas
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de centollo congeladas y krill deshidratado no repercute en un mayor crecimiento,
aunque se observé una buena aceptacion de los mismos.

)

2.1 Requerimientos nutritivos del pulpo de roca

Objetivos: Conocer los requerimientos de proteina y aminoacidos, de lipidos
totales, clases de lipidos y acidos grasos, y de minerales especificos en el pulpo
de roca.

Material y Métodos: La experiencia se realizd en verano con una temperatura y
salinidad media de 20,0°C y 33,9%o., con 18 ejemplares machos, en una piscina
de 35 m3 compartimentada y con refugios. Se ensay6 un pienso desarrollado por
el IMIDA de Murcia con dieta natural, como control. Se utilizaron 3 lotes de 3
ejemplares en ambas dietas. Circuito abierto y renovacién de 20 m3/hora.

La dieta natural consistié en Lirio (Micromesistius poutassou), Sardina (Sardina
pilchardus), cangrejos vivos (Carcinus maenas) y mejillones vivos (Mytilus edulis).
Los ingredientes del pienso eran huevina, gelatina, almidon de patata y
aminoacidos. La pauta de alimentacion fue de 5 dias a la semana, para evitar el
rechazo a la monodieta del pienso y retirada de los restos del pienso para
calcular el alimento no ingerido, mediante un factor de conversion para eliminar el
error por absorcion de agua.

Y =1,3677X + 4,1604 X =Y -4,1604/1,3677 R2=0,9961

Se determiné:

G (%) =[ (Ln peso medio final — Ln peso medio inicial)/ dias de cultivo] X 100
AP (g/dia) = (Peso medio final — Peso medio inicial)/ dias de cultivo

IC = [Peso alimento ingerido/ (Peso final — Peso inicial)]

Resultados y Discusion: Los pulpos con pienso eran reticentes a aceptarlo,
teniendo que facilitarles el contacto para asegurarnos que lo comian. En algunos
casos era rechazado después de morderlo.

En uno de los 3 lotes se produce un rechazo total al pienso, muriendo los 3
ejemplares por inanicién. El (AP) pasa de 0,43 g/dia a 5,37 g/dia en el segundo
mes y una G de 0,004% a 0,69%, es decir que los demas lotes mejoran y no se
observa un efecto de rechazo por la monodieta del pienso.

Con la dieta natural, el (AP) pasa de 14,097 g/dia a 23,653 g/dia y una (G) de
1,153 %. A 1,467 %. El crecimiento es inferior al obtenido en otras experiencias
realizadas en el Centro, probablemente debido a la pauta de los 2 dias de ayuno
y limite en el alimento.

La mortalidad se concentra en el segundo mes, siendo la misma para ambas
dietas (44,44 %). Esta mortalidad estaria claramente relacionada con la pauta de
ayuno y la calidad del pienso lo que fomenté inanicidon, competencia y canibalismo
en todos los lotes, teniendo en cuenta que la densidad de estabulacion fue baja

Conclusiones
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- La relacion entre temperatura y duracién del desarrollo embrionario nos permite
escalonar las eclosiones y asi asegurarnos un stock constante de paralarvas.

- Las hembras con puesta son capaces de adoptar otra y llevar a cabo la eclosion
de los huevos de ambas puestas.

- El empleo de Artemia enriquecida con productos comerciales y las microalgas
Nannochloropsis oculata y Rhodomonas sp. y zoeas de centollo congeladas,
mejoran la supervivencia y crecimiento de las paralarvas aunque no satisface los
requerimientos nutricionales minimos para superar la fase plancténica.

- El disefio de sistemas de cultivo de facil mantenimiento y que favorezcan la
suspension en el agua de alimento inerte, simplificaria los cultivos auxiliares y por
tanto los cultivos de paralarvas.

- Los piensos testados ofrecieron una mejora en cuanto a su aceptabilidad por
parte del pulpo, sin embargo no aportaron los requerimientos nutritivos suficientes
para llevar a cabo un éptimo proceso de engorde.

C.A. DE BALEARES.

2.1. OBJETIVOS INICIALES
Subproyecto paralarvas.
1.1 Acondicionamiento de reproductores y obtencién de puestas viables.

1.2. Sistema de cultivo de paralarvas utilizando sistemas semi-extensivos,
también llamados mesocosmos

1.3. Sistema de cultivo intensivo de paralarvas utilizando como presas Artemia
engordada y posteriormente enriquecida con fitoplancton y enriquecedores.

1.4. Sistema de cultivo intensivo de paralarvas utilizando como Artemia y dietas
inertes.

1.5. Cultivo semi-extensivo de paralarvas utilizando zooplancton capturado en el
medio natural, misidaceos cultivados y zoeas de crustaceos vivas o congeladas.

1.6. Analisis bioquimicos de las presas y las paralarvas producidas por los
distintos sistemas de cultivo: Lipidos (clases de lipidos y acidos grasos),
proteinas, aminoacidos y carbohidratos.

2.2. OBJETIVOS REALIZADOS
1.1 Acondicionamiento de reproductores y obtencién de puestas viables.

1.2. Sistema de cultivo de paralarvas utilizando sistemas semi-extensivos,
también llamados mesocosmos

1.3. Sistema de cultivo intensivo de paralarvas utilizando como presas Artemia
engordada y posteriormente enriquecida con fitoplancton y enriquecedores.

2.3. METODOLOGIA
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1.1. Obtencion de reproductores: Pesca de juveniles con embarcacion de arrastre
profesional, pesca a mano (buceo en apnea), captura con trampas (nasas).

Aclimatacion en tanques: relacion 1:3 macho/hembra, luz tenue y refugios. Los
tanques han operado en circuito abierto. Alimentacion de reproductores con
alimento congelado: crustaceos, cefalépodos y pescado.

Las hembras con puesta se trasladaron a tanques individuales y se dej6é de
alimentarlas.

1.2. Generacion de una cadena trofica mediante la fertilizacion del tanque
rellenado con agua cruda. Una vez generado el mesocosmos se controla la
presencia de amonio y nitratos y se siembran paralarvas a baja densidad (2
paralarvas/l). Se controla la disponibilidad de presas, afiadiendo artemia o
alimento congelado cuando estas disminuyan.

1.3. Engorde y enriquecimiento de artemia. Se adapta el protocolo propuesto a las
instalaciones del LIMIA. Se realizan los enriquecimientos usando fitoplancton y
emulsiones comerciales.

Los cultivos intensivos se realizan en las condiciones propuestas: 15-20
paralarvas/litro, alimentacién a una densidad de 0,5 metanauplius de 5 dias de
Artemia, en tanques por triplicado, con fotoperiodos 12h luz/12 horas oscuridad.

2.4. RESULTADOS

1.1. La obtencion de reproductores y su aclimatacion se ha realizado sin ninguna
dificultad.

Sélo hemos obtenido puesta en los meses de verano, 10 entre los dos anos,
aunque solo han eclosionado 6 puestas. Las eclosiones han sido muy variables
en numero. Las diferencias se han debido a las muertes prematuras de las
madres. El valor medio de las eclosiones ha sido de 193.351 + 136.710
paralarvas (si se eliminan las puestas en las que la madre murié antes de finalizar
la misma, el valor medio sube a 280.942 + 106.412 paralarvas).

1.2. El ano 2011 se procedid a realizar una experiencia de cultivo semiextensivo
en mesoscosmos en 40 m®, mientras que en 2012 se realizaron varios cultivos en
mesocosmos de 40 m® y 5 m°. En todas las ocasiones, el dia 7 se dejaron de
observar paralarvas.

1.3. Se ha adaptado el protocolo de engorde de artemia a las instalaciones del
LIMIA, en tanques de 200 | y a baja densidad que proporcion¢ suficiente artemia
para realizar las tareas de cultivo de paralarvas.

Para el enriquecimiento se han usado dos enriquecedores comerciales, Red
pepper de Bernaqua y OriGreen de Skretting. El resto de enriquecimientos
previstos no se han realizado debido a la finalizacion prematura del proyecto.

1.4. Durante los dos anos del proyecto se han realizado diferentes pruebas de
cultivo.

El afo 2011 se trabajé con distintos volumenes de tanque (400 | y 1000 I). La
mortalidad fue del 100% a dia 15, excepto en dos tanques de 1000 I, en los que
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se consiguidé que algunas paralarvas llegasen a dia 31 (tanque de pared azul) y
43 (tanque de pared negra).

Durante el ano 2012 se realizaron dos experiencias: la primera, en 6 tanques de
200 |, con dos triplicados a 21°C y 24-26°C. No se han obtenido resultados
concluyentes, con una mortalidad del 100% al dia 18. La segunda prueba se llevo
a cabo en 6 tanques de 1000 I, la mitad de ellos con aporte de fitoplancton (aguas
verdes). En este caso se observa una mayor supervivencia y un mayor tamafio en
el caso del cultivo en aguas verdes. Se han conseguido mantener paralarvas
hasta los 46 dias de edad, con una supervivencia en uno de los tanques del 0,5%.
Se produjo una mortalidad repentina al anadir artemia congelada como alimento.

1.5. No se realiza por la finalizacion prematura del proyecto.

1.6. Se recogieron las muestras segun el protocolo establecido. Todas las
muestras del afio 2011 se han destruido. Del afio 2012 se conservan muestras de
dia 0, 15 y 46. No esta previsto realizar el analisis por falta de disponibilidad
econdmica, a expensas de que algun grupo esté interesado en realizarlas.

2.5. CONCLUSIONES
- Se ha conseguido la aclimatacion y la obtencion de puestas viables.
- No se han obtenido resultados en las experiencias de cultivo en mesocosmos.

- Se ha conseguido una supervivencia post-eclosion de hasta 45 dias
(supervivencia 0,05% en 2011 y 0,5% en 2012) en los cultivos con artemia
enriquecida como alimento.

C.A. DE CATALUNA.
2.1. OBJETIVOS INICIALES

El IRTA participé6 en los dos subproyectos, a continuacién se enumeran los
objetivos indicados en el proyecto:

1. Subproyecto paralarvas
1.1. Acondicionamiento de reproductores y obtencién de puestas viables

1.2 Cultivo intensivo de paralarvas utilizando Artemia enriquecida con fitoplancton
y enriquecedores

1.4. Cultivo intensivo de paralarvas utilizando como presa Artemia y dietas inertes

1.5 Cultivo semi-extensivo de paralarvas utilizando zooplancton capturado en el
medio natural, misidaceos cultivas y zoeas de crustaceos vivas o congeladas

2. Subproyecto subadultos

2.1 Requerimientos nutritivos del pulpo de roca. Tarea 2.1.3 Requerimientos de
diferentes clases lipidicas: colesterol y fosfolipidos. Tarea 2.1.5 Evaluacién de las
distintas relaciones DHA-EPA-ARA
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2.2. Optimizacion de los formatos de pienso para el pulpo de roca. Tarea 2.2.
Textura y estabilidad de los piensos mediante extractos enzimaticos. Tarea 2.2.7
Utilizacion de distintas harinas comerciales

2.2. OBJETIVOS REALIZADOS

Objetivo 1.1 Totalmente alcanzado, dado que tanto en el afio 2011 como en 2012
se consiguié mantener los reproductores en condiciones controladas de luz y
temperatura a fin de obtener puestas en distintos periodos del afo, en el caso del
afno 2011 se obtuvieron puestas en primavera, verano y otofilo con las que se
realizaron los experimentos de cultivo larvario

Objetivo1.2 (1.3.) Se realizaron dos experimentos en primavera y otofio de 2011
de alimetnacion de las paralarvas con Artemia enriquecida con microalgas o
productos comerciales analizandose la composicion en acidos grasos de la
Artemia. Los experimentos llevados a cabo en primavera no dieron resultados
positivos dada la mala calidad inicial de las larvas pero si los del otofio donde se
obtuvieron juveniles suplementando la Artemia enriquecida con zooplancton
capturado (misidaceos de los género hemimysis y Siriella) y zoeas de centolla
congeladas (ver informe de 2011).

Objetivo 1.4 No realizado
Objetivo 1.5 Alcanzado en parte, junto con el objetivo 1.2
Objetivo 2.1 No realizado

Objetivo 2.2 En el aino 2011 se realizaron 2 experiencias (primavera, piensos
codificados como HP/K y 3HP/K y otofio piensos codificados como MR y CR) de
uso de saborizantes-atractantes en el pienso de engorde de pulpo. Los ensayos
se realizaron en colaboracion con la C.A. de Valencia que suministré los piensos.
Los subadultos (peso inicial de 850-950 g) ingirieron el pienso pero el crecimiento
fue bajo. En el afio 2012 se ensayaron piensos extrusionados a los que se habia
incluido distintos atrayentes y aglomerantes (piensos FMS y 3FMS en primavera y
piensos 45CP y 50CP en Otofo), en ambos casos los crecimientos también han
sido muy bajos en relacion al tanque control alimentado con dieta humeda (ver
informes 2011y 2012)

2.3. METODOLOGIA

1.- Paralarvas.- Para el cultivo larvario de paralarvas de primavera de 2011 se
utilizaron cubiletes de malla de 30 litros situados en tanques de 1500 litros con
una densidad de 10 paralarvas/litro (2700 larvas por cubilete). El enriquecimiento
de los metanauplios de Artemia se realiz6 bien con enriquecedores comerciales
(Easy Selco —INVE-, algamac —Aquafauna- Multigain —BioMar-) o con mezclas de
microalgas (Rhodomonas lens y Isochrysis galbana) durante 2 a 6 h. Para el
cultivo de paralarvas del otofio de 2011 se usaron directamente tanques de 1500
litros con una densidad larvaria de 3,3 larvas/l (5000 larvas/tanque). En ambos
casos la densidad de metanauplios suministrada a las paralarvas fue de 0,3NA/ml
aumentando a 0,4 NA/ml a partir del dia 7. A partir del dia 23 se suministraron
metanauplios de Artemia de 5 dias de edad junto con zoeas de centolla
congeladas, a partir del dia 70 se suministraron adultos de Artemia y misidaceos.
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El crecimiento de las paralarvas se evaluaba periddicamente mediante el peso
seco (secado en estufa a 60°C durante 24 h hasta alcanzar peso constante), la
supervivencia mediante recuento del numero de individuos en los tanques. La
composicién en acidos grasos de los enriquecedores y de la Artemia enriquecida
mediante extraccion de los lipidos con cloroformo:metanol, transmetilacion con
metanol-sulfurico y determinacion del perfil de acidos grasos mediante
cromatografia gas-liquido

2.- Subadultos.- En todos los experimentos de engorde de subadultos con piensos
se utilizaron tanques de fibra de vidrio divididos cada uno de ellos en seis
compartimentos, ubicandose un ejemplar en capa compartimento (6 individuos
por tratamiento). El crecimiento se estimaba pesando cada individuo al cabo de 2
0 4 semans de alimentacion con los piensos extrusionados estimandose la tasa
de crecimiento especifica (TEC o SGR), ingesta y tasa de conversion del
alimento.

2.4. RESULTADOS

1.- Paralarvas.- En el experimento de cultivo larvario llevado a cabo en el otofio
de 2011 se consiguio producir 25 juveniles de 100 dias de edad, con una
supervivencia del 0,5%. La mayor mortalidad se produjo en los primeros 70 dias
de vida (un 90%), con un crecimiento que se ajusta a la curva y=>28800314edad ]
como se muestra en el informe del afio 2011.

2.- Subadultos.- De los 4 experimentos llevados a cabo (2 en 2011y 2 en 2012)
usando distintos tipos de harinas, atractantes y saborizantes en todos los casos
los crecimientos fueron muy bajos, aunque los subadultos ingerian y utilizaban los
piensos suministrados, las tasas de crecimiento estandar (TEC) de los piensos
experimentales nunca superaron el 0,47% dia™ mientras que las obtenidas con
dieta fresca (cangrejo y pescado)iempre estuvieron en torno a 1,7-2,2% dia™

2.5. CONCLUSIONES

1.- Es imprescindible estabular y alimentar los reproductores en las condiciones
mas Optimas antes de la puesta para asi obtener larvas de buena calidad.

2.- La pérdida de peso de las paralarvas la primera semana de vida indica una
deficiente calidad de las mismas, al igual que la deficiente o nula captura de
presas por parte de las larvas los primeros dias de cultivo

3.- Los cambios de tamano (nauplio a metanauplio y luego a adulto) y de tipo
(artemia, zoeas de centolla, misidaceos) de presas vivas ha de hacerse en el
momento oportuno, ya que ello conlleva mantener el crecimiento y la
supervivencia de las paralarvas

4.- es necesario poner refugios cuando ocurre la metamorfosis, pero también es
necesario mantener una buena higiene de los tanques

5.- Los crecimientos de ejemplares adultos obteneidos con dietas extrusionadas
son muy bajos (tasa de crecimiento del 0,4% dia-1) en comparacion con los
alimetnados con dieta fresca (1.7 a 2.2% dia-1). Sin embargo el pienso es
ingerido y con las distintas formulaciones se pueden sacar algunas conclusiones
para una mejora d elos piensos en el futuro: Usar un 45% de proteina (en forme
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de harina de pescado y calamar), usar esencia de calamar como atractante
proporcionan tasas de crecimiento ligeramente mayores.

C.A. DE GALICIA.

2.1. OBJETIVOS INICIALES
1. Paralarvas.
1.1. Acondicionamiento de reproductores y obtencién de puestas viables

1.5 Cultivo semi-extensivo de paralarvas utilizando zooplancton capturado en el
medio natural, misidaceos cultivas y zoeas de crustaceos vivas o congeladas

1.5.1. Captaciéon de zooplancton del medio natural
1.5.2. Utilizacién de zooplancton producido en afloramientos artificiales
1.5.4. Desarrollar cultivos de paralarvas con diferente tipo de dietas:

- Artemia y zoeas de crustaceos

- Artemia y zooplancton del m. natural y del bloom exterior.

- Artemia con enriquecedor elaborado por el ICCM.

1.5.5. Averiguar el perfil nutricional de zoeas de diversos crustaceos
estabulados en el vivero de la empresa Remagro S.L.

2.2. OBJETIVOS REALIZADOS

Se han podido realizar todos los objetivos planteados. En lo que se refiere al
objetivo 5 (1.5.5), se ha realizado el perfil nutricional de diversas zoeas de
crustaceos aunque éstos no han podido ser estabulados en la empresa Remagro
al producirse el cierre del vivero por razones comerciales. No se ha podido
comprobar el efecto de las diferentes zoeas en la alimentacién de las paralarvas
al carecer de financiacion el proyecto para el afio 2013 y lo mismo ocurre respecto
al objetivo (1.5. 4) en lo referido al enriquecedor elaborado por el ICCM.

2.3. METODOLOGIA
Se describe en relacion con cada obijetivo.

1.1. Los reproductores de pulpo se han estabulado en el CO del IEO en Vigo,
siguiendo la metodologia estandar para conseguir puestas y paralarvas viables
que fueron cultivadas en 2011y 2012.

1.5.1. Se realiz6 un by-pass a la salida del depdsito principal de la empresa donde
se coloco un filtro especial (UNIK® wheelfilter). Se realizaron captaciones de 24
horas recogiendo fracciones >200 mu y 200-1000 mu que eran fijadas con formol
al 4%.

1.5.2. Aprovechando la experiencia e infraestructura de la empresa, se formaban
afloramientos artificiales de fitoplancton y se dejaban unos dias hasta que
aparecian poblaciones zooplancténicas. Las muestras tomadas del afloramiento

IF_NUTRIPULPO Abril, 2013 Pagina 14 de 26



)

o % MINISTERIO ;

"> DEAGRICULTURA,PESCA  SiEermanma”
> YALIMENTACION
2

artificial se filtraban entre 25 y 2000 uym y posteriormente se realizaba un analisis
cualitativo y cuantitativo de las mismas.

1.5.4. El cultivo de paralarvas se realiz6 en tanques de 1000 L siguiendo la
metodologia de cultivo estandarizada por los investigadores del proyecto. Las
presas utilizadas fueron Artemia y zoeas de Maja. Se establecido un stock de
reproductores de Maja brachydactyla para producir las zoeas necesarias.
También se ensay6 un enriquecedor de Artemia elaborado por el ICCM producido
por el equipo participante del ICCM

1.5.5. La metodologia se detalla convenientemente en la memoria del proyecto.

2.4. RESULTADOS
Obtencién de zoeas

En los meses de Mayo y Junio de 2012, se dispusieron hembras ovadas de Maja
brachydactyla, procedentes de cetareas del area de Vigo, en tanques redondos
de 1000 L provistos de circuito abierto y se realiz6 un control del desarrollo
embrionario de las puestas, siguiendo el mismo protocolo utilizado en el afo
2011. Las hembras eran separadas en funcidn del estado embrionario de las
mismas en 3 tanques. Asi, en el tanque 1 se estabularon las hembras en estado |
y las correspondientes al estadio final (estado Ill) en el ultimo de los tanques, con
el fin de obtener un aporte continuo de zoeas. Una vez completadas las puestas
se procedio a la renovacién de los stocks de centollas.

Crecimiento de centollas nacidas en cautividad:

De los 18 ejemplares estabulados, cinco hembras han realizado ya la muda
terminal y tres hembras ya presentan huevos en estado I. En el momento en que
se produzca la eclosion de las zoeas, se habra completado por primera vez el
ciclo de esta especie bajo condiciones de cultivo y se procedera a la publicacion
de este importante proceso de cultivo.

Al no financiar JACUMAR este proyecto el proximo afio 2013, todos los
ejemplares fueron trasladados desde la empresa REMAGRO S.L. hasta las
instalaciones de la Planta de Cultivo del IEO de Vigo.

Obtencion de zooplancton

En las captaciones realizadas (véanse anexos 2 y 3) se corroboré finalmente que,
a pesar de que los organismos de zooplancton existentes poseian unas
caracteristicas bioquimicas optimas para el cultivo larvario del pulpo, su escasez
tanto en el agua de la toma principal como en los afloramientos exteriores impide
cosechar una cantidad suficiente como para poder llevar a cabo el cultivo larvario
a escala industrial.

Cultivo de Paralarvas

Se han realizado en total 8 cultivos de paralarvas alimentadas con Artemia y
zoeas de centolla, 4 en 2011 y 4 en 2012. Los resultados pormenorizados se
detallan en los informes anuales respectivos (véanse anexos 1y 2). Se han
obtenido los mejores resultados de crecimiento al mes de vida (3.00+0.56 y

IF_NUTRIPULPO Abril, 2013 Pagina 15 de 26



)

o % MINISTERIO ;

"> DEAGRICULTURA,PESCA  SiEermanma”
> YALIMENTACION
2

2.90£0.59 en 2011 y 2012 respectivamente) y supervivencia utilizando una dieta
de Artemia complementada con zoeas de centolla (anexos 2 y 3). Paralelamente
a estos cultivos con zoeas se realizd otra experiencia comparando un cultivo
control utilizando Artemia enriquecida con Isochrysis y otro con artemia
enriquecida con un producto elaborado en el ICCM. Este ultimo cultivo tuvo mejor
supervivencia (47% a los 23 dias ) que el el cultivo control (21%), aunque los
pesos secos finales no difieren significativamente (Anexo 4).Queda pendiente la
analitica correspondiente a los ensayos realizados con el enriquecedor elaborado
por el ICCM y el cultivo control con Artemia con microalgas.

Analisis bioquimicos

Los analisis bioquimicos de paralarvas y presas fueron realizados en el CIMA.
Tablas en Anexo 5

Aro 2011

Se tomaron muestras por triplicado para el analisis de paralarvas procedentes de
los diferentes cultivos desarrollados a dia 0 (cultivos 1, 2, 3y 4), dia 15 (cultivos 1,
2y 4)y dia 30 (cultivo 4). La descripcidn detallada de los experimentos esta en el
Informe correspondiente. Asimismo se tomaron muestras de las presas utilizadas
como alimento de las paralarvas en cada uno de los sistemas de cultivo: Artemia
de 1 dia de vida y zoeas de centolla recién eclosionadas.

Se realizaron analisis de proteinas y lipidos totales, clases de lipidos (ésteres y
ceras, triglicéridos, acidos grasos libres, esteroles y fosfolipidos) y acidos grasos
de las muestras recogidas. Los resultados indican que los valores de lipidos y
proteinas de las paralarvas de pulpo a dia 0 estan entre el 11 y el 13% de peso
seco de lipidos y entre el 42 y el 46% en las proteinas en los 4 cultivos
desarrollados, a dia 15 los valores de lipidos fueron del 13-18% y en proteinas
entre el 41 y el 51%, estos valores a dia 30 de cultivo, eran del 10 y 45%
respectivamente.

En lo relativo a las clases lipidicas, cabe destacar la abundancia de fosfolipidos
en la composicidon de las paralarvas, seguida por los esteroles. El porcentaje de
fosfolipidos en paralarvas de 0 dias varia entre el 37 y el 38%, aumentando al 41-
49% a dia 15y 39% a dia 30 de cultivo. Los valores de esteroles oscilaron entre
el 12 y el 20% en los distintos experimentos realizados, siendo los valores mas
altos los correspondientes a dia 0 de vida.

Los acidos grasos mas abundantes en el cultivo de paralarvas estudiadas (% total
de acidos grasos) fueron los poliinsaturados PUFA (52-55%) en paralarvas recién
eclosionadas y de entre el 35 al 46% a dia 15 de vida, aumentando al 52% en las
paralarvas de dia 30. En el grupo de los PUFA w3, los acidos grasos mas
abundantes fueron el acido docosahexanoico (DHA) y el acido eicosapentaenoico
(EPA) que representan a dia 0 de las paralarvas entre 19-24% y el 16-18%
respectivamente. A dia 30 de cultivo, los valores de DHA y EPA son del 16 y 21%.

Se puede observar como las paralarvas alimentadas con una mayor densidad de
zoeas (cultivos 2 y 4) muestran unos valores de PUFA mas altos que las
correspondientes al cultivo 1 (con una densidad de zoeas mas baja) y lo mismo
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ocurre con los porcentajes de EPA, DHA y ARA que también son en general mas
altos en las paralarvas de 15 dias en estos cultivos.

Afo 2012

En lo referente a las presas se tomaron muestras de Artemia de 1 dia enriquecida
con Isochrysis galbana y con el fitoplancton utilizado en Remagro: procedente de
las bolsas de cultivo interiores de la nave y del obtenido por “bloom” artificial en el
exterior, asi como de las zoeas de centolla (Maja brachydactyla ) utilizadas en la
alimentacion de las paralarvas cultivadas en el Centro Oceanografico de Vigo.
Asimismo se tomaron muestras de zoeas de diferentes crustaceos : de nécora
(Necora puber) y buey de mar (Cancer pagurus) con el fin de conocer la
composicidn bioquimicas de las mismas y su posible utilizacion como presas.
Ademas se tomaron muestras de Artemia adulta de 8 dias de vida enriquecida
con |. galbana en el IEO y con la mezcla de fitoplancton de la empresa Remagro.

)

Las muestras de paralarvas del pulpo recogidas para la realizacion de los analisis
bioquimicos son los que se detallan a continuacion:

Experimento 1: Recogidas muestras a dia 0 y 15.
Experimento 2: Recogidas muestras a dia 0y 15.
Experimento 3: Recogidas muestras a dia 0y 15.
Experimento 4: Recogidas muestras a dia 0, 15y 30.

Los analisis que se realizaron fueron: proteinas y lipidos totales, clases de lipidos
(ésteres y ceras, triglicéridos, acidos grasos libres, esteroles y fosfolipidos) y
acidos grasos de las muestras recogidas.

El analisis de las presas nos indica que no existen diferencias significativas en el
contenido de lipidos cuando la Artemia es enriquecida durante 24 horas con
l.galbana (Alg) y con la mezcla de especies (AM) 6 con el bloom utilizado en la
empresa Remagro (AB), variando entre 16-18% e inferior al 20% obtenido en la
Artemia recién eclosionada (AC). El nivel de proteinas es por el contrario mas alto
en Alg y AM (43-47%), que en AB (38%). La Artemia recién eclosionada tiene un
49% de proteinas. En clases de lipidos se observa un descenso de triglicéridos
(TAG) en el enriquecimiento de Artemia desde el 57% del total en AC a niveles
comprendidos entre el 25 y 36% enriquecida 24 horas correspondiendo los
valores mas altos (36%) a AB y entre el 25-29% a Alg y AM. Por el contrario, el
porcentaje de fosfolipidos se incrementa desde el 10% en la AC al 25-31% en la
enriquecida 24 horas. En lo referente a acidos grasos, el porcentaje de PUFAs de
la Artemia recién eclosionada es mas alto (52%) que el de la Artemia enriquecida
(44-47%) representando los PUFA w3 entre el 35-39%.EI porcentaje de saturados
y monoinsaturados es en general mas alto en la Artemia enriquecida que en la
recién eclosionada. El acido graso 20:5n-3 (EPA) supone entre el 2-3% en la
Artemia enriquecida, el 22:6 n-3 (DHA) es practicamente inexistente y el 20:4 n-6
(ARA) el 2% del total

En cuanto a la Artemia de 8 dias alimentada con Isochrysis galbana (AIEQ) y con
la mezcla de fitoplancton (AR) no existen diferencias en el nivel de proteinas
variando entre el 35-38%. Por el contrario, si existen diferencias significativas en
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el nivel de lipidos cuando es alimentada con [. galbana (17,8%) frente a la
alimentada con la mezcla de fito (14,5%) debido fundamentalmente al nivel de
TAG que representa el 17 y 9% del total de lipidos respectivamente y los
fosfolipidos representan el 45% de los lipidos en AIEO frente al 39% en AR. El
nivel de PUFAs es superior en la Artemia alimentada con |. galbana (48%) frente
a la de la mezcla de fitoplancton (43%) debido fundamentalmente al alto
contenido en PUFA w6 (21%) de la primera, frente al 8% de la segunda. El
porcentaje de DHA sobre el total de acidos grasos es también mas elevado en el
caso de la Artemia alimentada con [|. galbana (3%) frente al 1% cuando es
alimentada con la mezcla de fitoplancton.

)

Existen diferencias significativas en el nivel de lipidos y proteinas de los diferentes
tipos de zoeas, siendo las zoeas de nécora las que presentan un nivel mas alto de
lipidos (14%) frente al 9-10% de lipidos obtenido en las zoeas de centolla y buey.
El nivel de proteinas es también mas alto en las zoeas de nécora (43%) seguido
por las de centolla (33%) y las de buey (27%). En todos los casos las zoeas de
crustaceos presentan un nivel de lipidos inferior a la Artemia enriquecida y el nivel
de proteinas de las zoeas de nécora es similar a la Artemia. En clases de lipidos
las zoeas de centolla y nécora presentan un nivel mas elevado de TAG (17-
20%total) frente al 9% de las zoeas de buey. El nivel de fosfolipidos mas elevado
corresponde a las zoeas de centolla (42%), seguido por las de buey (38%) y las
de nécora (31%). Como se puede observar estos niveles son mas elevados que
los obtenidos en los diferentes tipos de Artemia enriquecida 24 horas donde varia
entre el 25y 31% del total de lipidos. Por el contrario el nivel de TAG supone en la
Artemia enriquecida entre el 25-36% mientras que en las zoeas de crustaceos
oscila entre el 9,5 y el 20%.

Las zoeas de crustaceos analizadas presentan algunas diferencias en la
composicion de acidos grasos, asi los PUFA w3 son significativamente mas altos
en las zoeas de buey (ZB) representando el 43% de los acidos grasos frente al
38% de las zoeas de nécora (ZN) y de centolla (ZC) y la tendencia contraria se
produce en los PUFA w6 que suponen el 7% del total en ZN y ZC y el 4,5% en
ZB. El nivel de EPA supone el 25% en ZB, 24% en ZN y el 20% en ZC y las
zoeas que alcanzan un nivel mas elevado de DHA son las de centolla donde
suponen el 17% del total, seguidas por las de buey con el 14% y las de nécora
con el 11%. El ARA supone el 6% de los acidos grasos en ZN y ZC y el 4% en
ZB. El conjunto de los PUFAs varian en las diferentes zoeas entre el 47-49% del
total, los acidos grasos saturados el 23-26% y los monoinsaturados entre el 27 y
el 28%.

Se puede observar como aunque en el porcentaje de PUFAs sobre el total de
acidos grasos no existen diferencias entre la Artemia enriquecida y las zoeas de
crustaceos si existen notables diferencias en los niveles de EPA, DHA y ARA, que
representan en la Artemia enriquecida el 2-3%(EPA), 0-0,2% (DHA) y 2% ARA,
frente a los niveles mucho mas elevados de las zoeas de crustaceos con niveles
comprendidos entre 20-25% (EPA), 12-17% (DHA) y 4-6% (ARA).

En lo que se refiere a la composicion de las paralarvas de los cultivos realizados
en el 2012, los resultados de clases de lipidos y acidos grasos estan siendo
procesados pero los primeros resultados obtenidos de lipidos y proteinas nos
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indican que las paralarvas de dia 0 tienen un nivel de proteinas de 41-42% y 14-
16% de lipidos, a dia 15 de vida las proteinas varian entre el 38-45% y los lipidos
entre el 11-17% vy a dia 30 de vida las paralarvas de pulpo tienen un nivel de
proteinas entre el 40-45% vy el nivel de lipidos del 11-12%. Estos niveles con
pequenas diferencias son similares a los obtenidos en los cultivos larvarios
realizados el ano 2011 en que las paralarvas de dia 30 de vida presentaban un
nivel de proteinas del 45% y 10% de lipidos. El peso seco de las paralarvas
obtenidas (3mg) a dia 30 de vida fue similar en los 2 afios citados.

Al no disponer de financiacion JACUMAR para la anualidad 2013, no podran
realizarse los experimentos previstos de cultivo de paralarvas con las diferentes
presas descritas y caracterizadas a nivel nutricional, con la finalidad de comprobar
el efecto de éstas sobre la supervivencia y la calidad de las paralarvas de pulpo.

2.5. CONCLUSIONES

Se ha demostrado una vez mas la eficacia del uso de estadios larvarios de
crustaceos (en nuestro caso, zoeas de centolla) en el cultivo larvario de pulpo,
lograndose mucho mejor crecimiento. Los valores de peso seco de las paralarvas
alcanzados fueron de 1,41 mg y 3 mg a los 15y 30 dias de vida respectivamente,
notablemente mas altos que cuando no se utilizan zoeas en su alimentacion.

En términos de composicidn bioquimica el uso de zoeas de centolla tiene un
claro efecto beneficioso sobre Ila composicion de las paralarvas
fundamentalmente en el contenido de fosfolipidos y de algunos PUFAs como el
EPA, DHA y ARA.

Ha quedado demostrada la facilidad para obtener zoeas de crustaceos como
alimento para las paralarvas, necesitando so6lo de unos tanques donde estabular
las hembras ovadas en sus distintos estadios y un tanque recolector de las zoeas
recién eclosionadas.

Sin embargo no se ha tenido éxito en los métodos de obtencién de zooplancton
para su utilizacidon en los cultivos de paralarvas por la escasez existente de este
tipo de organismos, tanto en el agua proveniente de la toma principal como en los
afloramientos artificiales de los tanques exteriores.

C.A. de Murcia.

OBJETIVOS:

2. Subproyeto subadultos.

2.1. Requerimientos nutritivos del pulpo de roca.

2.2. Optimizacién de los formatos de pienso para el pulpo de roca.

Dadas la reducciones presupuestarias se ha realizado aproximadamente la mitad
de los experimentos planteados.

Metodologia y resultados
Linea 2.1. Requerimientos nutritivos del pulpo de roca.
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Mediante ensayos de ayuno a corto plazo se ha demostrado que el pulpo moviliza
un promedio de 0,23 g de lipidos por dia de ayuno, principalmente triglicéridos,
procedentes de la glandula digestiva. Los lipidos pueden llegar a cubrir el 24 % de
los requerimientos energéticos diarios para ejemplares de 1 Kg en situacion de
rutina. Los carbohidratos contribuyen con el 9,9 % al gasto energético diario del
pulpo en situacién de ayuno (8,6 % procedente del musculo y 1,3% de la glandula
digestiva, respectivamente). En la gdénada los carbohidratos permanecen
inalterados.

A partir de la elaboracion de dietas formuladas con distinto contenido en aceite de
pescado se proponen tasas de ingesta de lipidos Optimas alrededor de 1 g/dia y
porcentajes de grasa apropiados del 13-14 % SS en dietas formuladas, aunque
estos valores podrian variar en estudios futuros segun la proporciéon de lipidos
polares y neutros de la dieta. El distinto contenido lipidico de las dietas no afect6 a
la digestibilidad de la proteina, que se mantuvo por encima del 95 %. Fue
destacable la elevada digestibilidad de los lipidos polares (83-89 %) respecto de
los neutros (2-87 %). La composicion nutritiva de la carcasa (animales sin la
glandula digestiva) no se ve afectada por el aumento en la ingesta de lipidos. Por
el contrario, en la glandula digestiva el contenido de lipidos aumenta desde un 37
% SS para ingestas de 1 g lipidos/dia hasta un 51 % SS para ingestas de entre 2
y 3,3 g lipidos/dia, principalmente en forma de triglicéridos.

Linea 2.2. Optimizacion de los formatos de pienso para el pulpo de roca.

Las gomas comerciales tienen un efecto espesante y/o gelificante y no se han
mostrado apropiadas como aglomerantes para la elaboracion de piensos. No
obstante, la gelatina comercial en proporciones del 15 al 25 % permite aglomerar
tanto pasta de pescado como harinas generando piensos de excelente
cohesividad, elevada estabilidad en agua y buena digestibilidad. Los ingredientes
que presentan una mayor aceptabilidad y generan mayor crecimiento en el pulpo
son los liofilizados de pescado y la yema de huevo en polvo. Los peores
resultados se obtienen con las harinas animales o vegetales, siendo el gluten de
trigo el que ofrece mejores prestaciones.

Una dieta semihumeda (50 % de agua) formulada a base de gelatina (20 %),
yema de huevo (10 %) y liofilizados de pota (Todarodes sp., 15 %) y alacha
(Sardinella aurita, 5 %) presenta moderadas tasas de ingesta (9,7 g/dia), con
buenas tasas de crecimiento (9,6 g/dia), indice de conversion (1,0), retencién de
proteina (43,6 %) y digestibilidad (93,2 % materia seca). La sustitucion de pota
por guisante no altera las tasas de ingesta, pero genera peores tasas de
crecimiento, eficacia alimentaria y digestibilidad.

CONCLUSIONES:
Sobre el metabolismo energético: Lipidos

-La glandula digestiva del pulpo tiene la capacidad de almacenar preferentemente
triglicéridos y lipidos polares al suministrar una dieta mixta de cangrejo y pescado.
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-El pulpo de roca movilizé un promedio de 0,23 g de lipidos por dia de ayuno,
principalmente triglicéridos, procedentes de la glandula digestiva.

-Los lipidos pueden llegar a cubrir el 24 % de los requerimientos energéticos
diarios para ejemplares de 1 Kg en situacion de rutina.

-El ayuno no afect6 a la concentracion (mg/100 g) ni al contenido (mg/individuo)
de los lipidos polares en el tejido muscular, aunque provocd un aumento de los
monoglicéridos.

-Los resultados sugieren que los triglicéridos y el colesterol pueden ser
transportados desde la glandula digestiva hacia el tejido muscular durante el
ayuno. Durante las fases de crecimiento existiria un uso preferencial de los lipidos
polares y colesterol.

Sobre el metabolismo energético: Carbohidratos

-El pulpo almacena bajas concentraciones de carbohidratos a nivel muscular (3,2
% peso seco), en la glandula digestiva (4,2 % peso seco) y en la gonada (3,2 %
peso seco).

-Los carbohidratos contribuyen con el 9,9 % al gasto energético diario del pulpo
en situacién de ayuno (8,6 % procedente del musculo y 1,3% de la glandula
digestiva, respectivamente). En la gdbnada permanecen inalterados.

Sobre el desarrollo de piensos y empleo de nuevos ingredientes para el
engorde
-Las gomas comerciales tienen un efecto espesante y/o gelificante y no se han

mostrado apropiadas como aglomerantes para la elaboracién de piensos para el
pulpo de roca.

-La gelatina comercial en proporciones del 15 al 25 % permite aglomerar tanto
pasta de pescado como harinas generando piensos de excelente cohesividad y
elevada estabilidad en agua.

-Los ingredientes que presentan una mayor aceptabilidad y generan mayor
crecimiento en el pulpo son los liofilizados de pescado y la yema de huevo en
polvo. Los peores resultados se obtienen con las harinas animales o vegetales.

-Una dieta semihumeda (50 % de agua) formulada a base de gelatina (20 %),
yema de huevo (10 %) y liofilizados de pota (Todarodes sp., 15 %) y alacha
(Sardinella aurita, 5 %) presenta moderadas tasas de ingesta (9,7 g/dia), con
buenas tasas de crecimiento (9,6 g/dia), indice de conversion (1,0), retencion de
proteina (43,6 %) y digestibilidad (93,2 % materia seca).

-La sustitucidén del liofilizado de pota (Todarodes sp.) por guisante en las dietas
semihumedas no altera las tasas de ingesta, pero genera peores tasas de
crecimiento (2,2 g/dia), indice de conversion (3,9), retencion de proteina (20,2 %)
y digestibilidad (73,8 % materia seca).

-La composicion nutricional del tejido muscular del pulpo no varia al sustituir el
liofiizado de pota (Todarodes sp.) por guisante, sin embargo provoca una
disminucién importante de las reservas lipidicas de la glandula digestiva (5,5 % vs
35,0 % lipidos en peso seco para el guisante y la pota, respectivamente).
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Sobre los niveles de lipidos en dietas formuladas

-El pulpo acepta dietas semihumedas con distinto contenido en aceite de bacalao
(0, 10 y 20 %) y lipidos (Dieta AO: 13,8 % lipidos SS; Dieta A10: 28,6 % lipidos
SS: Dieta A20: 38,8 % lipidos SS), observandose las mayores ingestas (15,8 +
1,2 g/ dia), crecimientos (9,6 + 1,4 g/ dia; 0,91 %P/dia), eficacia alimentaria (60,3
%) y retencion de proteina (27,4 %) con la dieta AO.

-El distinto contenido lipidico de las dietas no afectd a la digestibilidad de la
proteina, que se mantuvo por encima del 95 % en todas ellas.

-Sélo la dieta AO obtuvo un alto coeficiente de digestibilidad de lipidos (81,25 %),
disminuyendo drasticamente hasta el 12,3 % en la A20. Fue destacable la
elevada digestibilidad de los lipidos polares (83-89 %) respecto de los neutros (2-
87 %) en todas las dietas.

-La composicion nutritiva de la carcasa (animales sin la glandula digestiva) no se
ve afectada por el aumento en la ingesta de lipidos. Por el contrario, en la
glandula digestiva el contenido de lipidos aumenta desde un 37 % SS para
ingestas de 1 g lipidos/dia hasta un 51 % SS para ingestas de entre 2 y 3,3 g
lipidos/dia, principalmente en forma de triglicéridos,

-Se proponen tasas de ingesta de lipidos Optimas alrededor de 1 g/dia y
porcentajes de grasa apropiados del 13-14 % SS en dietas formuladas para el
engorde de O. vulgaris, aunque estos valores podrian variar en estudios futuros
segun la proporcién de lipidos polares y neutros de la dieta.

Sobre la inclusion de carbohidratos en las dietas de engorde

-La inclusion de glucosa o almidén al 5 % en dietas formuladas aumenta la
concentracion de carbohidratos en al glandula digestiva y el musculo respecto de
una dieta sin carbohidratos afadidos.

-Las tasas de crecimiento absoluto fueron similares para dietas sin carbohidratos
anadidos (Dieta CO: 10,1 g/dia) en comparacion con dietas con un 5 % de glucosa
(Dieta GLUS: 9,4 g/dia) o un 5 % de almidon (Dieta ALMS: 11,2 g/dia).

-La dieta mejor aceptada fue la que incluia almidén al 5 %, con TAR de 1,26 *
0,15 %P/dia, aunque los mejores indices de aprovechamiento nutritivo (IEA, IC,
PPV y CPV) se observaron en la dieta con glucosa al 5 %, destacando un PPV
del 71,88 % e indices de conversion inferiores a 1.

-La digestibilidad de la proteina y la grasa fue similar en las tres dietas (96-98 % y
85-94%, respectivamente), aunque la correspondientes a los carbohidratos fue
mayor para las dietas CO (84 %) y GLUS5 (97%) respecto de la dieta ALM5 (0,4
%).

-Se puede concluir que la glucosa es altamente digestible y metabolizada,
permitiendo que una mayor cantidad de proteina se destine al crecimiento. El
almidén presenta una digestibilidad practicamente nula, sin embargo, la textura
final obtenida en la dieta que lo incluye aumenta su aceptabilidad por parte del
pulpo.

IF_NUTRIPULPO Abril, 2013 Pagina 22 de 26



)

o % MINISTERIO ;

"> DEAGRICULTURA,PESCA  SiEermanma”
> YALIMENTACION
2

2.6. VALORACION

Aunque aun faltan tres CCAA por finalizar el proyecto, es obvio que los recortes
presupuestarios -que ha supuesto la supresion de actividades durante el segundo
ano y totalmente durante el tercero- no sélo han interrumpido actividades en los
distintos grupos, sino que al ser un proyecto coordinado de cooperacion los
resultados que se han podido alcanzar son aislados y en muchos casos no se
pueden sacar conclusiones de caracter general sélidos. Los distintos grupos a
pesar de las dificultades han hecho, y estan haciendo, un gran esfuerzo pero
cuyos resultados reales son lamentablemente, y como cave esperar de esta
situacion, dispersos y por lo general poco consistentes.

2.7. DIFUSION
Congresos nacionales.

Andree, K.; Gairin, J.I., Celades, J., Duncan, N., Estévez, A., Carbd, R., Carrasco,
N., Rodgers, C., Roque, A., Furones, M.D. (2012). Observations from the
Mediterranean coast of Spain of Aggregata spp. (Protista: Apicomplexa), a
parasite of Octopus vulgaris. A: AQUA 2012. Prague (Czech Republic), 1-5
September, 2012 (Poster)

Brea Fernandez, M.D., Duncan, N., Rodriguez Vazquez, C.J., Gairin, J.l., Pérez-
Larruscain, J., Pascual Lopez, C. (2011). Desarrollo de cebos semihumedos
para alimentacion de Octopus vulgaris. A: XIV Foro de Recursos Marinos y
Acuicultura de las Rias Gallegas. 6-7 Octubre, 2011 Isla de la Toja, O Grove,
(Poster)

Domingues, P.; Sanchez, F.J.; Iglesias J.; Otero J.J.; Pazos, G. y Linares F. 2012.
Variaciones en peso, lipidos y proteinas totales de paralarvas recién
eclosionadas de Octopus vulgaris (Cuvier1797) durante la puesta. Poster n°
18 presentado en el Foro Iberoamericano de Recursos Marinos y Acuicultura
(FIRMA 2012).Cadiz.

Duncan, N., Gairin, J.I. (2011). Maduracion gonadal durante el engorde del pulpo
comun (Octopus vulgaris) y la falta del efecto de un fotoperiodo de invierno
(9:15 luz : oscuridad) aplicada en primavera. A: Xlll Congreso Nacional de
Acuicultura. En Equilibrio con el Medio Ambiente. Castelldefels, Barcelona,
21 - 24 noviembre, 2011 (Poster)

Gairin, J.l.,, Tomas, A., Rodriguez, C.J., Duncan, N., Querol, P., Pascual, M2 C.
(2011). Engorde del pulpo (Octopus vulgaris) con dos dietas artificiales, una
semi-humeda y otra seca extruida. A: XllIl Congreso Nacional de Acuicultura.
En Equilibrio con el Medio Ambiente. Castelldefels, Barcelona, 21-24
noviembre, 2011 (Poster)

Guerrero, A., Rodriguez, C., Carrasco, F.J. 2011. Diferencias en el cultivo de
paralarvas de pulpo (Octopus vulgaris, Cuvier 1797) utilizando dos sistemas
de estabulacion: circuito semiabierto y circuito cerrado. IVX Foro dos
Recursos Marifios e da Acuicultura en las Rias Galegas. O Grove 6 y 7 de
Octubre de 2011. (Poster)
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Guerrero, A., Rodriguez, C., Carrasco, F.J. 2011. Diferentes enriquecedores de
Artemia salina y su empleo en el cultivo intensivo de paralarvas de pulpo
(Octopus vulgaris, Cuvier 1797). Xlll Congreso Nacional de Acuicultura.
Castelldefells 21 al 24 de Noviembre de 2011. (Pdster)

lglesias J, G. Pazos, J. Fernandez, F.J. Sanchez, J.J. Otero, P. Domingues, M.J.
Lago and F. Linares 2012. The use of crab zoeae on growth and biochemical
composition of Octopus vulgaris paralarvae. Aqua 2012 Prague. Poster n°
1053.

Morillo-Velarde, P.S., Cerezo Valverde, J. Serra Llinares, R.M., Garcia Garcia, B.
2011. Variacioén en la composicion lipidica durante el ayuno a corto plazo en
distintos tejidos del pulpo comun (Octopus vulgaris). XIV Foro dos Recursos
Marifios e da Acuicultura Das Ras Galegas. 6 y 7 de octubre en la Isla de la
Toja, O Grove. (Poster)

Morillo-Velarde, P.S., Cerezo Valverde, J., Hernandez, M.D., Aguado-Giménez,
F., Garcia Garcia, B., 2011. Aceptabilidad de distintos ingredientes para la
formulacién de piensos para el pulpo comun (O. vulgaris). XlIlI Congreso
Nacional de Acuicultura. 21-24 Nov. 2011. Barcelona. (Poster).

Morillo-Velarde, P.S., Cerezo Valverde, J., Serra Llinares, B., Garcia Garcia, B.,
2011. Contribucion energética de los carbohidratos durante el ayuno en el
pulpo comun (Octopus vulgaris).. Xlll Congreso Nacional de Acuicultura. 21-
24 Nov. 2011. Barcelona.(Péster).

Publicaciones

Fuentes, L., F.J. Sanchez, M.J. Lago, J. Iglesias, G. Pazos, F. Linares. 2011.
Growth and survival of Octopus vulgaris (Cuvier 1797) paralarvae fed on
three Artemia-based diets complemented with frozen fish flakes, crushed
zooplankton and marine microalgae. Scientia Marina 75(4), 771-777.

Gairin, J.1., Rodriguez C.J., Guerao, G. 2013. Growth of Octopus vulgaris
(Mollusca: Cephalopoda) with a mois pellet-bait. Enviada a Mediterranean
Marine Science

Querol, P., Gairin, J.l., Guerao, G., Jover, M., Tomas, A. 2013. Growth and feed
efficiency of Octopus vulgaris fed on dry pelleted. Enviada a Aquaculture
Research

Morillo-Velarde, P.S., Cerezo Valverde, J., Serra Llinares, R.M., Garcia Garcia B.,
2011. Energetic contribution of carbohydrates during starvation in common
octopus (Octopus vulgaris). J. Molluscan Stud. 77, 318-320.

Morillo-Velarde, P.S., Cerezo Valverde, J., Serra Llinares, R.M., Garcia Garcia, B.,
2012a. Changes in lipid composition of different tissues of common octopus
(Octopus vulgaris) during short-term starvation. Aquaculture Res.
doi:10.1111/j.1365-2109.2012.03131 .x.

Morillo-Velarde P.S., Cerezo Valverde, J., Hernandez M.D., Aguado-Giménez, F.,
Garcia Garcia B., 2012b. Growth and digestibility of formulated diets based
on dry and freeze-dried ingredients in the common octopus (Octopus
vulgaris). Aquaculture 368-369, 139-144.
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Morillo-Velarde P.S., Cerezo Valverde, J., Garcia Garcia B. 2013. Lipid
requirements of common octopus (Octopus vulgaris) obtained from
formulated diets with different fish oil content. Aquaculture International.
Enviado.

Morillo-Velarde P.S., Cerezo Valverde, J., Garcia Garcia B. 2013. A simple format
feed to test the acceptability of ingredients for common octopus (Octopus
vulgaris). Aquaculture Research. Enviado.

Sanchez, F.J., Fuentes, L., Otero, J.J., Lago, M.J., Linares, F., Pazos, G., Iglesias,
J. 2011. Effect of tank volume on the growth and survival of reared Octopus
vulgaris paralarvae  Aquaculture Research. DOI:10.1111/j.1365-
2109.2011.03049.x

Uriarte, 1., J. Iglesias, C. Rosas, M.T. Viana, J. C. Navarro, P. Seixas, E. Vidal, A.
Ausburger, S. Pereda, F. Godoy, K. Paschke, A.Farias, A. Olivares and O.
Zuniga. 2011. Current status and bottle neck of octopod aquaculture: the
case of American species. Journal of the World Aquaculture Society 42 (6):
735-752.

Viciano, E., Iglesias, J., Lago, M.J.,Sanchez F.J.,Otero, J.J. y Navarro, J.C. 2011.
Fatty acid composition of polar and neutral lipid fractions of Octopus vulgaris
Cuvier, 1797 paralarvae reared with enriched on-grown Artemia. Aquaculture
Research 42, 704-709.

Tesis de Master.

Vidal Vazquez, C. 2012. Cria de paralarvas de pulpo (Octopus vulgaris, Cuvier,
1797) bajo diferentes condiciones de cultivo. Master Acuicultura y Pesca:
Recursos Marinos y Sostenibilidad. Universidad de Cadiz.

Mejias Garcia, L. 2011. Memoria de la Estancia de practicas y trabajo de fin de
Master, en el LIMIA. UB-UAB-UPC.

OPTIPULPO

Cerezo Valverde, J., Hernandez M.D., Aguado-Giménez, F., Morillo-Velarde P.S.,
Garcia Garcia B., 2012. Performance of formulated diets with different level
of lipids and glutamate supplementation in Octopus vulgaris. Aquaculture
Research. doi:10.1111/j.1365-2109.2012.03201.x

Cerezo Valverde J., Hernandez M.D., Garcia-Garrido S., Rodriguez C., Estefanell
J., Gairin J.l., Rodriguez C.J., Tomas A. & Garcia Garcia B. (2012) Lipid
classes from marine species and meals intended for cephalopod feeding.
Aquaculture International 20, 71-89.

Cerezo Valverde J., Martinez-Llorens,S., Tomas, A., Jover, M., Rodriguez C.,
Estefanell J., Gairin J.I., Domingues P.M., Rodriguez C.J. & Garcia Garcia B.
(2012). Amino acids composition and protein quality evaluation of marine
species and meals for feed formulations in cephalopods. Aquaculture
International. DOI 10.1007/s10499-012-9569-620, 71-89.
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2.8. INCIDENCIAS DE DESARROLLO

La mayor dificultad del proyecto han sido los recortes presupuestarios el primero
durante el segundo afio de ejecucion y segundo la supresion presupuestaria del

tercer afio (2013).

Situacion de las actividades debido al recorte de 2012 y la no existencia de financiacion

en 2013.
AND | AST | BAL | CAN | CAT | GAL | VAL | MUR

SP1. Paralarvas.

L1. Reproductores AET | AET | AEP | AET | AET

L2. Mesocosmos AET | AEP

L3. Eriquecedores AET | AET | AEP | AET

L4. Dietas inertes ANE | ANE ANE

L5. Zooplancton PSP | AEP AEP

Zooplancton capturado AEP

Zoeas centollo AET

Oftras zoeas ANE

SP2. Subadultos

L6. Requerimientos AEP | AEP PSP | ANE AEP | AEP
PSP

L7. Piensos AEP | AEP PSP | AET AEP | AEP
PSP

Actividad ejecutada totalmente. AET

Actividad ejecutada parcialmente. AEP

Actividad no ejecutada. ANE.
Prorroga sin presupuesto. PSP (a realizar en 2013)

3.- ANEXOS CON LOS

INFORMES DE LOS DISTINTOS GRUPOS DE
TRABAJO (estos informes podran tener el formato que determine cada
grupo de trabajo, incluidos sus logotipos oficiales)

En los Anexos siguientes se encuentran los informes extensos de aquellas CCAA
que han finalizado el proyecto. En el préximo afio se remitiran los de Andalucia,

Canarias y Valencia.
Anexo Il: Asturias.
Anexo lll: Baleares.
Anexo V: Cataluia.
Anexo VI: Galicia.
Anexo VII: Murcia.
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RESUMEN EJECUTIVO (MAXIMO 10 PAGINAS)

1.-DATOS ADMINISTRATIVOS
TITULO:
FECHAS DE REALIZACION
PRESUPUESTO TOTAL EN EUROS
DATOS DEL COORDINADOR DEL PROYECTO
Nombre y Apellidos:
Organismo/ Centro:

Correo electronico:

Comunidades Auténomas participantes

2.- RESULTADOS TECNICOS DEL PLAN NACIONAL
2.1. OBJETIVOS
2.3. METODOLOGIA
2.4. RESULTADOS
2.5. CONCLUSIONES/APLICABILIDAD DE LOS RESULTADOS DEL PLAN
Para completar este apartado, se acompanara una presentacion en
Power Point (maximo 10-15 diapositivas) que incluira solo los aspectos
mas generales de los objetivos generales y las acciones desarrolladas y

dedicara especial atencion a los resultados v su utilidad para el sector
acuicola.

2.6. VALORACION
2.7. DIFUSION

2.8. INCIDENCIAS DE DESARROLLO
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3.- JUSTIFICACION ECONOMICA DEL PRESUPUESTO ASIGNADO

(Debera se cumplimentada una hoja para cada una de las Comunidades
Auténomas participantes en el Plan).

COMUNIDAD AUTONOMA: ANDALUCIA

Presupuesto transferido:

¢ Se ha ajustado el gasto a las partidas presupuestarias previstas inicialmente
en el plan? i, Si

En caso de NO, indicar a qué partidas se han asignado

Firma de la Autoridad Competente
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INFORME FINAL EXTENSO

1.-DATOS ADMINISTRATIVOS

TITULO: Nutricion y alimentacion de paralarvas y subadultos de pulpo de roca (Octopus vulgaris)

FECHAS DE REALIZACION

Inicio; 2011
Finalizacion: 2012

PRESUPUESTO TOTAL EN EUROS

DATOS DEL COORDINADOR DEL PROYECTO

Nombre y Apellidos:
Organismo/ Centro:
Departamento:

Teléfono:

Fax:

Correo electronico:
Direccion postal completa:

PARTICIPANTES ANDALUCIA

CENTROS DE INVESTIGACION

Tipo de centro: IFAPA

Nombre: IFAPA Centro “Agua del Pino”

CIF:
Nombre Representante Legal:

DATOS DE LOS INVESTIGADORES

Apellidos: Cordero Villafafila
Nombre: Maria Luisa
Organismo: IFAPA

Centro: IFAPA Centro “Agua del Pino”

Departamento: Direccion
Equipo:

Teléfono: 959024901
Fax..959024929

Correo electrénico: marial.cordero@juntadeandalucia.es

Direccion Postal:

Apellidos: Garcia Garrido
Nombre: Sandra
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Organismo: IFAPA

Centro: IFAPA Centro “Agua del Pino”

Departamento: Nutricion

Equipo: Cefalépodos

Teléfono: 671532200 — 671532204

Fax.: 671532182

Correo electrénico: marias.garcia.garrido@juntadeandalucia.es

Direccion Postal: Ctra. Cartaya — Punta Umbria, Km. 4 21459 El Rompido

2.- RESULTADOS TECNICOS DEL PLAN NACIONAL

2.1. OBJETIVOS INICIALES

Dentro del Subproyecto Subadultos, y en el marco de la “Optimizacion de los formatos de pienso
para el pulpo de roca”, los objetivos iniciales fueron: 2.2.4. Digestibilidad “in vitro” de las materias
primas, piensos semihiimedos y secos extrusionados, 2.2.5. Determinacion de la fisiologia digestiva
del pulpo, y 2.2.6. Ensayos de engorde con los piensos compuestos por las materias primas o
alimentos mas adecuados a la fisiologia digestiva del pulpo.

2.2. OBJETIVOS REALIZADOS

2.2.5. Determinacion de la fisiologia digestiva del pulpo: Identificacion del paquete enzimatico
presente en la glandula digestiva y en el jugo gastrico (en proceso) y Caracterizacion de actividad
enzimatica en el intervalo de pH 2 a 12 y de temperatura (10 a 70°C) para jugo gastrico y glandula
digestiva (completo).

2.2.6. Ensayos de engorde con los piensos compuestos por las materias primas o alimentos mas
adecuados a la fisiologia digestiva del pulpo (en proceso).

2.3. METODOLOGIA

e |dentificacion del paquete enzimatico presente en la glandula digestiva y en el jugo gastrico:

Desarrollo y puesta a punto de las técnicas electroforéticas para la obtencion del peso molecular de

las enzimas con actividad en el jugo gastrico y glandula digestiva del pulpo.

e Caracterizacion de actividad enzimatica en el intervalo de pH 2 a 12 y de temperatura (10 a
70°C) para jugo gastrico y glandula digestiva:

Las enzimas evaluadas fueron proteasas totales (acidas y alcalinas), medidas en diferentes niveles

de pH y al pH dptimo obtenido en el ensayo anterior, pero a diferentes temperaturas de incubacion.

Se usd el método de Anson (1938) para proteasas. Proteina soluble determinada mediante Bradford

(1976).

2.2.6. Ensayos de engorde con los piensos compuestos por las materias primas o alimentos mas

adecuados a la fisiologia digestiva del pulpo: De manera previa a los ensayos de engorde se han

llevado a cabo analisis bioquimicos en pulpos juveniles y en el alimento referencia (calamar, L.

gahi), segun el protocolo E de la Memoria del presente proyecto.

2.4. RESULTADOS

El perfil proteico obtenido mediante técnicas electroforéticas muestra una gran variedad de bandas
proteicas entre 0-200 KDa. De todas ellas, sélo encontramos actividad enzimatica en una (20.1
KDa), a pH 8y para jugo gastrico.

La identificacion mediante inhibidores enzimaticos especificos mostr6 la presencia de diferentes
clases de proteasas tanto en jugo gastrico como en glandula digestiva de pulpos.
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El perfil de actividad enzimatica de proteasas totales en el jugo gastrico indica dos picos de
actividad maxima, a pH 3 y 8. En la glandula digestiva estos dos picos se encuentran a pH 2 y 10.
Las enzimas presentes en el jugo gastrico son menos estables a distintos pHs que las de la
glandula digestiva. Para proteasas acidas del jugo, la maxima actividad enzimética se registra a
30°C y para proteasas alcalinas a 50°C. Para proteasas acidas de la glandula, la maxima actividad
enzimatica se registra a 20°C y para proteasas alcalinas a 40°C. Las proteasas acidas del jugo
presentaron una estabilidad enzimatica similar a 3 temperaturas distintas y proximas al 50%
respecto de la actividad de la muestra control. En el caso de proteasas alcalinas, el porcentaje de
actividad para 25 y 40°C es igual y proxima al 100% hasta los 70 minutos. En cambio, a 60°C la
actividad enzimatica se reduce mucho incluso desde los 10 minutos de pre-incubacion. El efecto de
la temperatura sobre la estabilidad enzimatica de proteasas acidas (pH 2) y alcalinas (pH 10) de
glandula digestiva indica que las proteasas &cidas también presentaron una alta estabilidad
enzimatica, similar para las tres temperaturas y no inferior al 50% respecto de la actividad de la
muestra control, no expuesta previamente a ninguna temperatura. En el caso de proteasas
alcalinas, la actividad enzimatica disminuye respecto a proteasas acidas siendo esta bajada
progresiva desde el inicio y estable en torno al 50% a partir de los 30 minutos. Al igual que en el
jugo gastrico, a 60°C la actividad enzimatica se reduce mucho a los 10 minutos de pre-incubacion.

En principio, sin diferencias en peso, entre pulpos alimentados y en ayuno: El volumen de jugo
gastrico fue mayor en pulpos en ayuno, la humedad es igual tanto en ayuno como tras alimentar
para cada drgano en estudio, el % de Lipido Total fue mas alto en el Ciego y la Glandula Digestiva
de pulpos en ayuno respecto de los alimentados, el % de Ceniza muestra una tendencia superior en
pulpos en ayuno, el % de Carbohidratos muestra una tendencia mayor en el Manto de pulpos en
ayuno, y el calamar cuenta con Humedad alta, Lipido Total similar al del Intestino de pulpos en
ayuno y alimentados, Cenizas similar a la todos los pulpos para cada 6rgano y un contenido en
Carbohidratos situado entre el registrado para Glandula Digestiva y Ciego de pulpos en ayuno y
alimentados. Queda por determinar clases lipidicas y acidos grasos y sin todos los datos es dificil
contar con unas conclusiones finales. Cuando en un futuro se consiga, dicho estudio preliminar
complementara a los que habrd que realizar en pulpos alimentados con diferentes piensos
experimentales asi como a dichos alimentos. El objetivo principal sera obtener informacion sobre
posibles carencias nutricionales en la dieta de los cefalopodos cultivados.

2.5. CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que varios tipos de enzimas digestivas, tanto acidas como alcalinas,
participan en la digestion tanto extracelular del jugo gastrico como intracelular llevada a cabo en la
glandula digestiva del pulpo O. vulgaris. Aun asi, parece que las enzimas no soportan el proceso
electroforético y que durante el mismo pierden actividad siendo necesario su estudio mediante otras
técnicas enzimaticas.

La caracterizacion enzimatica del jugo gastrico y la glandula digestiva del pulpo O. vulgaris muestra
que el optimo de actividad de proteasas acidas se sitia a pH 3 y el de proteasas alcalinas a pH 8
para el jugo gastrico siendo a pH 2 y pH 10 en la gldndula digestiva para proteasas acidas y
alcalinas respectivamente. Las proteasas digestivas tanto del jugo gastrico como de la glandula
digestiva mostraron ser mas estables a pHs acidos que alcalinos siendo a pH 9 y 12 donde se
aprecia una mayor inestabilidad de la actividad enzimatica frente al tiempo.

Los optimos de temperatura se localizaron a 30 °C para proteasas acidas y 50 °C para alcalinas en
el jugo gastrico, y a 20 °C y a 40°C para acidas y alcalinas de la glandula digestiva. Temperaturas
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superiores a 40 °C parecen afectar a la estabilidad de proteasas acidas y, principalmente, a las
alcalinas.

El conocimiento obtenido en esta investigacion podria ser (til para el posible uso de enzimas con
caracteristicas especiales en procesos industriales del &mbito acuicola asi como en la elaboracion
de alimentos especificos para el pulpo Octopus vulgaris.

2.6. VALORACION

2.7. DIFUSION

Lépez-Sanmartin M., Garcia-Garrido S., Domingues P., Cordero M.L. (2012) Preliminary enzymatic
characterization of the gastric juice of Octopus vulgaris. En: Aquaculture Europe 2012 (AQUA 2012.
1-5 Septiembre 2012. Praga, Republica Checa).
https://www.was.org/WASMeetings/Meetings/ShowAbstract.aspx?1d=26023

Garcia-Garrido S., Domingues P., Rosas C., Hachero-Cruzado I., Garrido D., Cordero ML. (2011)
Efectos de un ayuno prolongado sobre la composicion en aminoacidos del manto de Octopus
vulgaris. En: Libro de Actas XllI Congreso Nacional de Acuicultura. En equilibrio con el medio
ambiente (XIII Congreso Nacional de Acuicultura. 21-24 Noviembre 2011. Castelldefels, Barcelona,
Espafia): 96.

2.8. INCIDENCIAS DE DESARROLLO

Los fondos previstos se recibieron por parte del equipo investigador. El presupuesto previsto para el
primer afio (2011) del proyecto no se ajustd al 100% con el ejecutado debido a que el proyecto no
se inicid hasta Octubre de 2011, ya que la contratacion de la persona responsable de llevar a cabo
las diferentes tareas previstas en el proyecto a realizar en IFAPA Centro Agua del Pino se produjo
en dicho mes. En 2012 se redujo el presupuesto inicial al 40% debiendo hacer una reestructuracion
de los objetivos iniciales. A final de 2012 dejaron de financiar el proyecto por lo que no se ha podido
finalizar los objetivos previstos.

2.9. BIBLIOGRAFIA

Anson, M.L. (1938). The estimation of pepsin, trypsin, papain and cathepsin with hemoglobin. J.
Gen. Physiol., 22, 79-89.

Bradford, M.M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantification of microgram quantities of
protein utilizing the principle of protein-dye binding. An. Biochem., 72, 248-254.
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3.- ANEXOS CON LOS INFORMES DE LOS DISTINTOS GRUPOS DE
TRABAJO

2. Subproyecto Subadultos
2.2. Optimizacion de los formatos de pienso para el pulpo de roca.

2.2.5. Determinacion de la fisiologia digestiva del pulpo

Tarea 1. Identificacion del paquete enzimatico presente en la glandula digestiva y en el jugo
gastrico.

OBJETIVOS

La identificacion de enzimas presentes en la glandula digestiva y en el jugo gastrico de juveniles de
pulpo capturados del medio natural y mantenidos en cultivo (alimentados con calamar, L. gahi), se
llevara a cabo mediante técnicas electroforéticas e inhibidores especificos.

METODOLOGIA
Técnicas electroforéticas

Se fundamentan en la aplicacion de campos eléctricos a un gel, lo cual permite el movimiento de
moléculas cargadas en solucion. Las moléculas en el campo eléctrico se mueven a una velocidad
determinada por su carga, forma y tamafio. La electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida
es una herramienta bioquimica empleada en estudios de caracterizacion de proteinas (Laemmli,
1970) y deteccion de actividades enzimaticas (Garcia-Carrefio et al., 1993), entre muchas otras
funciones.

Para el estudio de las proteasas alcalinas de los extractos de glandula digestiva y jugo gastrico de
pulpos alimentados con calamar, se realizd electroforesis en presencia de lauril (duodecil) sulfato
sddico (SDS), en condiciones desnaturalizantes, empleando un sistema discontinuo (gel
almacenador preparativo y gel separador resolutivo), de acuerdo con la metodologia descrita por
Laemmli (1970), y adaptada por Garcia-Carrefio et al. (1993) para visualizar actividad proteasa
alcalina.

La electroforesis para proteasas acidas se prepard bajo condiciones nativas de acuerdo a lo
propuesto por Davis (1964) en geles de poliacrilamida.

Inhibidores

Son compuestos que disminuyen la tasa de hidrdlisis de un sustrato dado. El uso de inhibidores
especificos es una herramienta importante para la caracterizacion enzimatica ya que éstos se unen
a la enzima inactivandola, y disminuyendo la tasa de hidrdlisis sobre un sustrato (Salvensen &
Nagase, 1989). Tras un periodo de incubacion, donde los extractos se mezclaron con la solucion
inhibidora, se realizd electroforesis en geles de poliacrilamida (SDSPAGE). De esta manera, se
podra determinar el mecanismo de accion de las enzimas (Garcia-Carrefio et al., 1993).

RESULTADOS

El perfil proteico obtenido (Fig. 1) tras realizar técnicas electroforéticas nos muestra una gran
variedad de bandas proteicas en el intervalo de 0 a 200 KDa. De todas estas bandas solo
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encontramos actividad enzimatica en una de ellas, a pH 8 y para jugo gastrico de pulpo. Esta banda
con actividad posee un peso molecular de 20.1 KDa segun el patrén de bandas utilizado. Tanto para
glandula digestiva como para proteasas acidas de jugo gastrico y glandula, aunque se muestra un
perfil proteico tras la electroforesis, ninguna banda mostrd actividad enzimatica.

A Perfil Proteico - Jugo Gastrico B
200 1 * A m ®
150
g - A - ®
g * A | [ J
100 -
< [ 3
<> [ ]
<* A ] [ J
*> A - ®
4 A
* 3 a 5 . Pulpol  Pulpo2 Patrones
; i i ' Patrones KDa
o ‘ ‘ . ‘ ‘ 1. Soybean trypsin inhibitor 29.223
2. Lisozyme 19.834
Pl AP2 HP3 ®Total L
3. Aprotinin 6.873

Figura 1. A. Perfil proteico del jugo gastrico de pulpos en ayuno. B. SDS-PAGE para jugo gastrico de pulpos, a pH 8.
Bandas negras, presencia de proteinas, bandas blancas, presencia de enzimas alcalinas con actividad a pH 8.

Los inhibidores enzimaticos (Fig. 2) utilizados fueron: PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride) para
inhibir serina proteasas; TLCK (tosyl-Lys-chloromethyl ketone), para inhibir actividad tripsina; TPCK
(tosyl-Phe-chloromethyl ketone), para inhibir actividad quimotripsina; E-64 (epoxysuccinyl
leucylamide-4-guanidinio-butane), para inhibir cisteina proteasas; EDTA (ethylendiaminetetraacetic
acid) como inactivador de metaloproteasas; y Pepstatin A, para inhibir dspartico o proteasas acidas.
Esta identificacion mostrd la presencia de diferentes clases de proteasas tanto en jugo gastrico
como en glandula digestiva de pulpos. En el jugo gastrico los porcentajes de inhibicion mas
marcados fueron para serina proteasas y metaloproteasas, seguido por proteasas acidas tipo
pepsina. En la glandula digestiva ocurre algo similar siendo la inhibicién de serina proteasa atin mas
acusada y la de proteasas acidas mucho mas suave.

A Proteasas Totales en Jugo Gastrico 0. vulgaris

~
>

Proteasas Totales en Glandula Digestiva O. vulgaris

Actividad (%)

T

2 2= = =
~
=

Actividad (%)
-
=

=

Control ~ PMSF TLCK TPCK E64 EDTA  PEPSTAT
A

Control  PMSF  TLCK  TPCK E64 EDTA  PEPSTATIN
A

Figura 2. A. Proteasas totales en Jugo gastrico de O. vulgaris. B. Proteasas totales en Glandula digestiva de O. vulgaris.
El % de Actividad fue calculado respecto a un extracto enzimatico no tratado con inhibidores.
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CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que varios tipos de enzimas digestivas, tanto acidas como alcalinas,
participan en la digestion tanto extracelular del jugo gastrico y como intracelular llevada a cabo en la
glandula digestiva del pulpo O. vulgaris. Aun asi, parece que las enzimas no soportan el proceso
electroforético y que durante el mismo pierden actividad siendo necesario su estudio mediante otras
técnicas enzimaticas.

Tarea 2. Caracterizacion de actividad enzimatica en el intervalo de pH 2 a 12 y de temperatura
(10 a 70°C) para jugo gastrico y glandula digestiva.

OBJETIVOS

El estudio de las enzimas puede complementarse a través de la caracterizacion de diversos
parametros operacionales como pH y temperatura para comprender su modo de accion. Ademas,
estos conocimientos pueden ser muy Utiles para la posible utilizacion de enzimas con caracteristicas
especiales en procesos industriales. Los estudios de caracterizacion de las distintas enzimas
digestivas son esenciales si se quiere entender los tipos y modos de accion, asi como el nivel de
actividad que representan.

METODOLOGIA
Efecto del pH sobre la actividad v estabilidad de la enzima

Uno de los principales factores que afectan la actividad de las enzimas proteoliticas es el pH, debido
a que de éste depende la estructura de las enzimas y la capacidad de transformar los sustratos en
el alimento (Murray et al., 2001). La mayoria de las enzimas poseen un pH caracteristico en el que
su actividad es maxima y a este pH sus centros activos presentan una adecuada conformacion
i6nica para llevar a cabo la catdlisis con eficiencia. De este modo, cada enzima presenta un
determinado perfil de actividad con respecto al pH. Si las enzimas estan fuera del intervalo de pH
fisiologico u Optimo, su estabilidad puede afectar su conformacion secundaria, terciaria y/o
cuaternaria sufriendo desnaturalizaciones irreversibles en soluciones muy 4cidas o alcalinas
(Asgeirsson et al., 1995).

Se tomaron muestras de glandula digestiva y de jugo gastrico de al menos 3 pulpos juveniles
cultivados por dieta. La toma de muestras se llevd a cabo 30 minutos después de ser alimentados
con el alimento de referencia, el calamar (L. gahi). Las enzimas a evaluar fueron proteasas totales
(acidas y alcalinas), medidas en diferentes niveles de pH de entre 2 y 12. Se utilizo el método de
Anson (1938) para proteasas, con una modificacion, la utilizacion exclusiva del tampon universal de
Stauffer (1989), ya que es mas estable en todo el intervalo de pH. Los ajustes de pH se realizaron
utilizando HCI y NaOH, para cada tampodn y sustrato preparado. La cantidad de proteina soluble
presente en los extractos se determind mediante la técnica de Bradford (1976). Cada medicion de
actividad enzimatica fue determinada por triplicado y segun el protocolo G.

Efecto de la temperatura sobre la actividad y estabilidad de la enzima.

El punto optimo aparente de temperatura es un parametro operacional mas que una caracteristica
fisioldgica de la enzima, dado por el aumento de actividad con la temperatura (Q10 2,0), y por la
posterior pérdida de la actividad de la enzima por desnaturalizacion térmica fuera de su intervalo de
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operacion, ya que al absorber demasiada energia, los enlaces no covalentes que mantienen su
estructura terciaria se rompen y la enzima se desnaturaliza. El verdadero dptimo, es aquel valor de
temperatura al cual la enzima no solamente muestra una actividad alta, sino también una alta
estabilidad a lo largo del tiempo.

Se tomaron muestras de glandula digestiva y de jugo gastrico de al menos 3 pulpos juveniles
cultivados por dieta. La toma de muestras se llevd a cabo 30 minutos después de ser alimentados
con el alimento de referencia utilizado normalmente, el calamar (L. gahi). Las enzimas a evaluar
fueron proteasas totales (Anson, 1938), incubadas con sus respectivos sustratos y al pH 6ptimo
obtenido en el ensayo anterior, pero a diferentes temperaturas de incubacion (de 10 a 70° C). Para
la medicion enzimatica se procedid como en el apartado anterior (Efecto del pH sobre la actividad y
estabilidad de la enzima). La cantidad de proteina soluble presente en los extractos se determing
mediante la técnica de Bradford (1976). Cada medicién de actividad enzimatica fue determinada por
triplicado. La actividad de las enzimas fue referida en Ul/mg de proteina.

RESULTADOS

El perfil de actividad enzimatica de proteasas totales en el jugo gastrico de O. vulgaris en el rango
de pH 2 a 12 (Fig. 3.A), indica que existen dos picos de actividad enzimatica maxima, a pH 3y 8. En
el caso de la glandula digestiva (Fig. 3.B) estos dos picos se encuentran a pH 2y pH 10.

El efecto del pH sobre la estabilidad enzimatica de proteasas totales de O. vulgaris (Fig. 3.C y 3.D)
muestran que las enzimas presentes en el jugo gastrico son menos estables a distintos pHs que las
presentes en la glandula digestiva.

El perfil de actividad enzimatica para proteasas acidas, medidas a pH 3, y proteasas alcalinas, a pH
8, obtenido mediante pre-incubacion de los extractos enzimaticos del jugo gastrico de O. vulgaris a
distintas temperaturas del rango de 10 a 70°C se muestra en la Figura 3.E. Para proteasas acidas,
la maxima actividad enzimatica se registra a 30°C mientras que para proteasas alcalinas este
maximo se situa a 50°C. Similares parametros fueron observados en Sepia officinalis (Perrin, 2004).
El perfil de actividad enzimatica para proteasas acidas, medidas a pH 2, y proteasas alcalinas, a pH
10, obtenido mediante pre-incubacion de los extractos enzimaticos de glandula digestiva de O.
wulgaris a distintas temperaturas del rango de 10 a 70°C se muestra en la Figura 3.F. Para
proteasas acidas, la maxima actividad enzimatica se registra a 20°C y para proteasas alcalinas a
40°C.

El efecto de la temperatura sobre la estabilidad enzimatica de proteasas dacidas (pH 3) y alcalinas
(pH 8) de jugo gastrico se muestra en las Figuras 3.G y 3.H. Los extractos enzimaticos del jugo
gastrico fueron incubados, tomando muestras de los mismos a los 10, 30, 50 y 70 minutos, a tres
temperaturas diferentes: 25, 40 y 60 °C. Las proteasas acidas presentaron una estabilidad
enzimatica (% Actividad Residual) similar para las tres temperaturas utilizadas y proxima al 50%
respecto de la actividad de la muestra control, no expuesta previamente a ninguna temperatura. En
el caso de proteasas alcalinas, el porcentaje de actividad para 25 y 40°C es igual y proxima al 100%
hasta los 70 minutos. En cambio, a 60°C la actividad enzimatica se reduce mucho incluso desde los
10 minutos de pre-incubacion.
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Figura 3. A. Efecto del pH sobre la actividad enzimatica de proteasas totales en el jugo gastrico de O. vulgaris. B. Efecto del pH sobre la actividad
enzimatica de proteasas totales en glandula digestiva. C. Efecto del pH sobre la estabilidad enzimética de proteasas totales en jugo gastrico. D. Efecto
del pH sobre la estabilidad enzimatica de proteasas totales en glandula digestiva. E. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica de
proteasas écidas (pH 3) y alcalinas (pH 8) en el jugo gastrico. F. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimética de proteasas acidas (pH 2) y
alcalinas (pH 10) en glandula digestiva. G. Efecto de la temperatura sobre la estabilidad enzimatica de proteasas acidas (pH 3) en el jugo gastrico. H.
Efecto de la temperatura sobre la estabilidad enzimatica de proteasas alcalinas (pH 8) en el jugo gastrico. |. Efecto de la temperatura sobre la
estabilidad enzimdtica de proteasas acidas (pH 2) en glandula digestiva. J. Efecto de la temperatura sobre la estabilidad enzimética de proteasas
alcalinas (pH 10) en glandula digestiva.
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El efecto de la temperatura sobre la estabilidad enzimatica de proteasas acidas (pH 2) y alcalinas
(pH 10) de glandula digestiva se muestra en las Figuras 3.G y 3.H. Las proteasas acidas también
presentaron una alta estabilidad enzimatica, similar para las tres temperaturas y no inferior al 50%
respecto de la actividad de la muestra control, no expuesta previamente a ninguna temperatura. En
el caso de proteasas alcalinas, la actividad enzimatica disminuye respecto a proteasas acidas
siendo esta bajada progresiva desde el inicio y estable en torno al 50% a partir de los 30 minutos. Al
igual que en el jugo gastrico, a 60°C la actividad enzimética se reduce mucho a los 10 minutos de
pre-incubacion.

CONCLUSIONES

La caracterizacion enzimatica del jugo gastrico y la glandula digestiva del pulpo O. vulgaris muestra
que el optimo de actividad de proteasas acidas se sitia a pH 3 y el de proteasas alcalinas a pH 8
para el jugo gastrico siendo a pH 2 y pH 10 en la glandula digestiva para proteasas acidas y
alcalinas respectivamente.

Las proteasas digestivas tanto del jugo gastrico como de la glandula digestiva mostraron ser mas
estables a pHs acidos que alcalinos siendo a pH 9 y 12 donde se aprecia una mayor inestabilidad
de la actividad enzimatica frente al tiempo.

Los optimos de temperatura se localizaron a 30 °C para proteasas acidas y 50 °C para alcalinas en
el jugo gastrico, y a 20 °C y a 40°C para acidas y alcalinas de la glandula digestiva. Temperaturas
superiores a 40 °C parecen afectar a la estabilidad de proteasas &cidas y, principalmente, a las
alcalinas.

2.2.6. Ensayos de engorde con los piensos compuestos por las materias primas o alimentos
mas adecuados a la fisiologia digestiva del pulpo.

OBJETIVOS

Previo a los ensayos de engorde con piensos preparados segun los resultados obtenidos de la
fisiologia digestiva del pulpo y mediante digestibilidad in vitro, se llevaron a cabo analisis
bioguimicos tanto de los pulpos objeto de estudio asi como del alimento referencia para el pulpo en
IFAPA Centro Agua del Pino (calamar, Loligo gahi).

METODOLOGIA

Este estudio previo se ha realizado sobre pulpos juveniles capturados en las costas de Huelva, en
Noviembre de 2011, usando redes artesanales de arrastre y transportados con la mayor rapidez
posible a las instalaciones del IFAPA Centro Agua del Pino. Una vez alli, los pulpos fueron
estabulados en tanques cilindro-conicos e individuales, con flujo de agua abierto. Fueron
alimentados con calamar (L. gahi) una vez al dia durante 15 dias. La temperatura y salinidad fueron
controladas.

Los analisis bioquimicos a realizar se llevaron a cabo sobre:

e Pulpos (N=3) aclimatados y alimentados con calamar 1 hora antes de la toma de muestras.

e Pulpos (N=3) aclimatados con calamar pero en ayuno durante 24 horas antes de la toma de
muestras.

e Alimento de referencia: calamar L. gahi (N=3).

Sandra Garcia_ ANDALUCIA_2012 ENERO 2013 Pagina 13 de 16
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Tanto en pulpos alimentados como en ayuno se tomaron muestras de los 6rganos: Manto (M),
Glandula Digestiva (GD), Estémago (E), Intestino (1) y Ciego (C). En el caso del calamar, éste fue
homogenizado entero antes del muestreo.

Los andlisis bioquimicos puestos en marcha son:

Humedad
Cenizas
Lipidos totales
Clases lipidicas
Acidos grasos
Carbohidratos
Proteinas

Se realizaron de acuerdo al protocolo E del apartado 2 “Protocolos ensayos subadultos” de la
Memoria del presente proyecto.

RESULTADOS

Los resultados preliminares (Tabla 1) con los que se cuenta muestran que, sin haber diferencias en
peso, entre pulpos alimentados y en ayuno:

1.
2.
3.

El volumen recogido de jugo gastrico (JG) fue mayor en pulpos en ayuno.

La humedad es igual tanto en ayuno como tras alimentar para cada érgano en estudio.
El % de Lipido Total (Peso Seco, PS) fue mas alto en el Ciego y la Glandula Digestiva
de pulpos en ayuno respecto de los alimentados (Fig. 4).

Los % de Cenizas y Proteinas (PS) muestran una tendencia superior en pulpos en

ayuno.
El % de Carbohidratos (PS) muestra una tendencia mayor en Manto de pulpos en
ayuno.
El Calamar cuenta con:
- Humedad (%) alta,
- Lipido Total (% PS) similar al del Intestino de pulpos en ayuno y alimentados
(Fig. 4),

- Ceniza (% PS) similar a la todos los pulpos para cada drgano
- Y un contenido en Carbohidratos (% PS) situado entre el registrado para
Glandula Digestiva y Ciego de pulpos en ayuno y alimentados.

40
Lipido Total aiamar
35 4 mGD
30 ac
25 1 |l
4 oE
E 20
3 15 am
5

T

En Ayuno Alimentados Calamar

Pulpo Octopus vulgaris - Alimento Referencia Loligo gahi

Figura 4. Porcentaje de Lipido Total en Peso Seco (% LTS) de pulpos alimentados y en ayuno y de calamar L. gahi. El
% LTS se analizd en muestras de calamar completos previamente homogenizados y en los 6rganos de pulpos: GD
(glandula digestiva), C (ciego), | (intestino), E (estdmago) y M (manto o musculo).
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Tabla 1. Peso total (gr), Volumen recogido de jugo gastrico (microlitros) y Composicion proximal (Humedad, Lipidos,
Cenizas y Carbohidratos) de los distintos érganos de pulpos alimentados y en ayuno, ademas del alimento de
referencia, el calamar Loligo gahi. Las muestras se tomaron de especies de calamar completos previamente
homogenizados (TC) y de los dérganos de pulpos: GD (glandula digestiva), C (ciego), | (intestino), E (estémago) y M
(manto o mdsculo).

Pulpos Alimentados Pulpos en Ayuno Calamar
Promedio DE Promedio DE Promedio DE
Peso Total (gr) 1066.13  * 98.23 945 + 38.73 24.9 + 1.14
Vol. Jugo Gastrico (pl) 266.67 + 144.34 675 + 259.81
MITC 79.36 + 2.64 78.78 + 0.87 84.98 + 0.48
E 79.38 + 1.05 77.73 + 0.44
Humedad (%) o 78.94 + 2.94 775 + 153
| 82.69 + 0.85 80.42 + 1.37
GD 70.59 + 3.55 64.45 + 25
mITC 431 + 0.09 3.38 + 0.63 6.46 + 151
E 3.44 + 0.7 3.79 + 081
Lipido Total (% PS) c 11.69 * 2.03 20.69 + 5.92
| 7.62 + 0.67 7.13 + 1.04
GD 22.55 + 3.31 29.4 + 4.72
MITC 71.16 + 17.99 88.50 + 9.25 94.78 + 3.80
E 78.06 + 14.29 90.88 + 5.70
Proteina (% PS) c 6853 17.85 7351+ 1112
| 59.99 + 17.71 69.14 + 7.54
GD 66.55 + 15.03 84.77 + 16.28
MITC 0.82 + 0.57 1.90 + 1.02 1.66 + 047
E 1.19 + 0.40 1.74 + 0.56
Carbohidratos (% PS) c 1.31 + 0.24 2.08 + 0.94
| 1.40 + 0.41 1.81 + 0.50
GD 2.58 + 1.00 3.30 + 1.05
MITC 5.51 + 0.42 7.15 + 0.39 6.41 + 0.35
E 6.97 + 0.62 7.64 + 0.55
Ceniza (% PS) c 6.67 + 1.22 6.73 + 1.09
| 5.71 + 2.85 8.67 + 1.2
GD 4.06 + 1.33 5.33 + 0.62
MITC 81.80 100.93 109.31
E 89.66 104.05
Total (%) c 88.20 103.01
| 74.72 86.75
GD 95.74 122.80
CONCLUSIONES

Queda por completar el estudio de los lipidos (clases lipidicas y acidos grasos) por lo que al no
poseer todos los datos es dificil contar con unas conclusiones finales. Este estudio preliminar
complementara a los que habrd que realizar en un futuro en pulpos alimentados con diferentes
piensos experimentales asi como a dichos alimentos, teniendo como objetivo primordial obtener
informacion sobre posibles carencias nutricionales en la dieta de los cefaldpodos cultivados.
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Introduccion

El pulpo comun (Octopus vulgaris) se adapta facilmente a las condiciones en
cautividad, tiene unas tasas de crecimiento y reproduccidon muy altas y adquiere un alto
valor en el mercado, es por eso que se considera una especie con gran potencial para la
acuicultura.

Su biologia, fisiologia, comportamiento, reproduccion y crecimiento han sido
estudiados en profundidad, pero en lo que se refiere al cultivo larvario existe un
importante cuello de botella. En los ultimos afos los grupos que investigan en este campo
solo han logrado pequenos avances a escala experimental. Los investigadores japoneses
fueron los primeros en lograr resultados relevantes: Itami et al. (1963), Imamura (1990) y
Hamazaki et al. (1991). En Espafia destacan trabajos como los de Villanueva et al.
(1995,1996) y Moxica et al. (2002), mas tarde Iglesias et al., en 2001 Y Carrasco et al., en
2005, consiguieron cerrar el ciclo de esta especie. Desde 2001 hasta 2004 se llevd a cabo
el proyecto JACUMAR PULPO que reveld como conclusién final que el principal problema
son las altas tasas de mortalidad y el escaso crecimiento durante la fase larvaria, lo cual
puede deberse principalmente a la falta de técnicas de cultivo estandarizadas,
deficiencias nutricionales en la dieta y un escaso conocimiento de la biologia de estas
especie en fases tempranas.

En cuanto al engorde de subadultos, se hace necesario aun encontrar un pienso
que sea aceptado por los pulpos, se adecue a sus necesidades nutricionales y su coste no
sea elevado, lo cual haria mds rentable su engorde en cautividad. En este caso, las
mayores dificultades se encuentran en la aceptabilidad por parte de los pulpos. Durante
el proyecto JACUMAR “Optimizacién del engorde de pulpo” llevado a cabo entre 2007 y
2009, se obtuvieron formatos de pienso aceptados e ingeridos por los pulpos, generando
ademas un crecimiento significativo (Cerezo Valverde et al., 2008; Quintana et al., 2008).

Con la finalidad de seguir avanzando en ambas vertientes surge el proyecto
JACUMAR “NUTRICION Y ALIMENTACION DE PARALARVAS Y SUBADULTOS DEL PULPO DE

ROCA”, cuyos resultados finales se resumen en este informe.
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Linea 1.1. Acondicionamiento de reproductores y obtencién de puestas
viables

v" OBJETIVOS: Obtencion de paralarvas para llevar a cabo los distintos ensayos de

cultivo que se plantean en las Lineas 1.3 y 1.5.
Tarea 1.1.1.
Material y Métodos:

Los progenitores de pulpo (Octopus vulgaris) utilizados para el aprovisionamiento
de paralarvas fueron estabulados a comienzo de cada afio, con entradas sucesivas, para
asi secuenciar las puestas.

Procedieron siempre de las pesquerias locales (Tapia de Casariego y Puerto de
Vega), fueron capturados mediante nasas y se trasladaron al Centro de Experimentacion
Pesquera de Castropol en cubos con agua y refugios para mantenerlos en perfectas
condiciones fisioldgicas.

Una vez en el Centro, se pesaron, se sexaron y se distribuyeron en tanques
sombreados de fibra de poliéster blancos de 1.000 y 500 L (Figura 1) y en una piscina
compartimentada de 35 m? (Figura 2), donde previamente se habian colocado refugios
(tubos de PVC). Se mantuvieron en circuito abierto y se colocé aireacién en el fondo de
los tanques de fibra.

La alimentacién consistié en: Lirio (Micromesistius poutassou), Sardina (Sardina
pilchardus), cangrejos vivos (Carcinus maenas) y mejillones vivos (Mytilus edulis). La
cantidad administrada fue aproximadamente el 5% del peso de los ejemplares. El pescado
era congelado y descongelado previamente.

El mantenimiento diario consistio en:

e Control de parametros fisico-quimicos de los tanques.
e Retirada de los restos de alimento y limpieza del tanque mediante sifonado.

* Aporte de alimento.
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e Control de refugios y puestas. Las hembras con puesta se aislaron con sus
refugios en tanques independientes.

e Seguimiento del desarrollo embrionario de los huevos cada 10 dias. Se
fotografiaron las distintas fases de la embriogénesis al microscopio. (Figura 4)

* Recogida de paralarvas recién eclosionadas a la salida del tanque con un
colector de malla de 500 um y limpieza del mismo. (Figura 5)

* Control de talla y peso de las paralarvas. Tres controles distribuidos a lo largo

de la eclosion de cada puesta.

Fig. 2: Piscina compartimentada Fig. 3: Copula entre un macho y una hembra

Fig. 4: Huevo con embrién de 40 dias Fig. 5: Recogida de las paralarvas tras la eclosiéon
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Resultados y Discusion:

Anualidad 2010:
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Se estabularon 7 hembras y 1 macho, 3 de ellas ya venian fecundadas del mar y

todas ellas llegaron a realizar la puesta. En la tabla | se resumen las caracteristicas de las

hembras estabuladas.

La hembra H7 realiza la puesta a los dos meses de estabulacién y se muere antes

de la eclosién de los huevos, siendo estos cuidados por otra hembra con puesta. A los 48

dias de desarrollo embrionario parte de la puesta se despegd y se paso a otro tanque con

aireacion fuerte y temperatura del agua a 20°C, a modo de incubador. El incremento de la

temperatura produjo la eclosion inmediata de los huevos, facilitando la sincronizacion y

manejo de las paralarvas, mientras que el resto de la puesta, a menor temperatura, no

inicid la eclosidn hasta cuatro dias después, prolongandose durante 25 dias mas.

Tabla I: Datos de las hembras estabuladas de las que se obtuvo puesta en 2010

H1 H2 H3 H4 H5 H6
Estabulacién 29/04/10 | 29/04/10 | 29/04/10 | 29/04/10 | 12/08/10 | 12/08/10
Peso (g) 1600 1150 1300 1300 2100 1300
Inicio puesta 24/05/10 | 02/06/10 | 02/06/10 | 7/06/10 13/08/10 | 14/10/10
Desarrollo

47 48 49 50 41 52
embr. (dias)
T2 media (°C) 16,740,68 | 17,2+0,88 | 17,3+0,93 | 17,4+1,10 | 18,3+1,16 | 14,2+2,04
$%o media 31,8+1,19 | 32,0+1,37 | 32,0£1,35 | 32,0¢1,33 | 33,6+0,30 | 33.4+0.82
Inicio eclosién | 09/07/10 | 19/07/10 | 20/07/10 | 26/07/10 | 23/09/10 | 10/12/10
Duracion eclos.

20 15 18 19 28 23
(dias)
Final eclosién | 28/07/10 | 02/08/10 | 5/08/10 13/08/10 | 20/10/10 | 03/01/11
LM (mm) 1,67 2,00 1,90 1,90 3,00 2,2
PS (mg) 0,54 0,35 0,28 0,46 0,65 0,41
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La duracion del desarrollo embrionario oscilé entre 41 y 52 dias, para un rango de
temperaturas medias de 14,2 °C + 2,04 a 18,3 °C + 1,16. El incremento de la temperatura
reduce el periodo de maduracién de los huevos, adelantando la eclosién de los mismos.

La hembra H5, con un peso de 2.100g, proporcioné la mayor puesta y el mayor

tamafio de las paralarvas.

Anualidad 2011:

Se acondicionaron cinco hembras y tres machos capturados en los meses de abril
y septiembre. Los reproductores del mes de septiembre fueron estabulados en un tanque con
calentadores para incrementar la temperatura del agua en 2 a 3 °C, para adelantar las puestas

y la eclosién de las paralarvas. Tres de las hembras llegaron a efectuar su puesta, aunque

solo se obtuvieron paralarvas de dos de ellas, por un fallo en el circuito de agua.

Tabla lll: Datos de las hembras estabuladas de las que se obtuvo puesta en 2011

H1 H2 H3
Estabulacion 04/04/11 04/04/11 29/04/11
Procedencia Tapia de C. Tapia de C. Tapia de C.
Peso (g) 1,875 1,540 2,735
Inicio puesta 25/05/11 20/05/11 19/05/11
Desarrollo embr. (dias) | 43 48 43
Talla huevo dia 40 (mm) | 3,10 3,15 3,30
T2 media (°C) 17,44+1,42 17,22+1,42 17,56+2,05
$%o0 media 32,16+1,20 32,18+1,20 32,2041,10
Inicio eclosion 06/07/11 06/07/11 01/07/11
Duracioén eclos. (dias) 2 15 -
Final eclosion 08/07/11 21/07/11 -
LM paralarvas (mm) 2,40 2,35 -
PS paralarvas (mg) 0,56 0,54 -
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Anualidad 2012:

Se estabularon 9 hembras y 4 machos en tanques con distintas temperaturas del
agua para escalonar la eclosién de las puestas. La hembra H1, muere prematuramente y
su puesta se logra gracias a los cuidados de otra hembra con puesta que los mantiene

limpios y aireados hasta la eclosidn de los mismos.

Tabla IV: Datos de las hembras estabuladas de las que se obtuvo puesta en 2012

H1 H2 H3 H4
Fecha estabulaciéon 08/02/2012 16/02/2012 16/02/2012 22/03/2012
Procedencia P. de Vega Tapia de C. Tapia de C. Tapia de C.
Peso 2,140 Kg 1,140 Kg 1,270 Kg 1,630 Kg
Fecha puesta 05/04/2012 16/04/2012 01/06/2012 16/04/2012
Talla huevo dia 30 2,5+ 0,03 2,57+ 0,05 3,13+ 0,07 2,71+ 0,05
T2 media estabulacion | 16,99+1,21 12,32+0,82 13,53+ 1,54 14,29+1,89
$%o0 media estab. 33,86+1,01 33,9340,76 33,04+ 1,16 33,93+0,59
Fecha eclosion 17/05/2012 17/06/2012 15/07/2012 08/06/2012
Duracidn des. emb. 43 dias 63 dias 45 dias 53 dias
T2 media des. emb. 17,7941,11 15,62+1,51 18,0040,80 15,28+1,51
$%o0 media des. emb. 33,35+1,13 32,61+1,25 33,62+0,83 32,61+1,25
Fecha final eclosiéon 04/06/2012 11/07/2012 02/08/2012 25/06/2012
Duracidn eclosion 19 dias 25 dias 18 dias 18 dias
LM paralarvas 2,06£0,05 2,68+0,15 2,42+0,08 2,52+0,06
LT paralarvas 3,02+0,08 3,3840,13 3,24+0,05 3,5610,14
PS paralarvas 0,36+0,15 0,41+0,04 0,50+0,11 0,6510,05
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Tabla V: Datos de las hembras estabuladas de las que se obtuvo puesta en 2012

H5 H6 H7 H8 H9
Fecha estabulacion 22/03/2012 22/03/2012 28/05/2012 | 29/06/2012 29/06/2012
Procedencia Tapia de C. Tapia de C. Tapia de C. Tapia de C. Tapia de C.
Peso 1,031 Kg 1,600 Kg 1,200 Kg 1,045 Kg 1,000 Kg
Fecha puesta 05/04/2012 05/04/2012 22/06/2012 | 01/08/2012 16/08/2012
Talla huevo dia 30 3,14+ 0,06 3,14+ 0,06 2,69+ 0,12
T2 media estabulacion 17,49+ 0,77 18,61+ 0,63 19,01+0,81
$%o0 media estab. 33,59+ 0,81 33,77+ 0,69 33,84+0,66
Fecha eclosion 17/06/2012 17/06/2012 23/07/2012 | 04/09/2012 24/09/2012
Duracidn des. emb. 74 dias 74 dias 30 dias 35 dias 40 dias
T2 media des. emb. 15,3041,84 15,3041,84 18,82+0,47 20,05+0,82 19,05+1,04
$%o0 media des. emb. 32,66+1,19 32,66+1,19 33,21+0,84 34,11+0,67 34,43+0,40
Fecha final eclosiéon 11/07/2012 11/07/2012 20/08/2012 | 22/09/2012 15/10/2012
Duracidn eclosion 25 dias 25 dias 29 dias 19 dias 22 dias
LM paralarvas 2,6810,15 2,68+0,15 2,88+0,10 2,3310,03 2,42+0,08
LT paralarvas 3,3810,13 3,3840,13 3,68+0,08 3,23+0,03 3,3210,03
PS paralarvas 0,4110,04 0,41+0,04 0,36+0,03 0,3510,04 0,31+0,02

Se comprobd, como en afios anteriores, que la temperatura juega un papel

fundamental en el momento de realizar la puesta y la duracién del desarrollo

embrionario. Esto nos permitid secuenciar las eclosiones para poder llevar a cabo las

distintas experiencias de cultivo de las paralarvas.
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Linea 1.3. Sistema de cultivo intensivo de paralarvas utilizando como presas

Artemia salina enriquecida con fitoplancton y enriquecedores comerciales

v" OBIJETIVOS: Obtencion de juveniles de pulpo empleando como alimento Artemia

salina nutricionalmente enriquecida.

Tarea 1.3.1. Engorde de Artemia salina a tallas adaptadas a la paralarva

Material y Métodos:
El protocolo que se siguid para el cultivo y enriquecimiento fue el siguiente:
1) Hidratacion:
e 14 g de cistes de Artemia (EG INVE, Bélgica)
(1 g de cistes 250.000 nauplios 100% eclosién)

e Tiempo:1,5h
e Agua de mar filtrada 35 %o
e Tanque de metacrilato de 12 L
e T2:19°C
* Aireacion fuerte
e lLavado de cistes con agua de mar y tamizados con malla de 132 um
e Tamafio del ciste hidratado 250 um

2) Descapsulacién:

e Solucidn descapsuladora:
Agua de mar filtrada: 4 mL/g de ciste
Hipoclorito sddico: 0.35 g/g de ciste (50 g de NaClO/L lejia)
NaOH: 0.066 g/g de ciste
Se prepard una cantidad grande de solucion descapsuladora para varios usos:
v 1Llejia
v' 600 mL agua de mar
v" 10 g de NaOH

e Tiempo: 5-8 minutos

10
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Aireacion fuerte

Sin luz

Cambio de color (de marrén a naranja)

Lavado con agua de mar malla de 132 um (eliminar olor a lejia)

Sedimentacién de los cistes descapsulados sin aireacién

Tamario del ciste descapsulado 250 um

La mitad de los cistes se guardaron una vez descapsulados y secos en la nevera

durante una semana

3) Eclosion:

Tiempo: 24 h

Agua de mar filtrada 35 %o

Tanque de metacrilatode 12 L

T2: 28 °C

Aireacion fuerte

Luz continua

Recogida de los nauplios de artemia en malla de 132 um, oscureciendo todo el
tanque excepto la salida

Lavado con agua de mar

4) Cultivo:

Densidad cultivo 35 art/mL en tanque de fibra de poliéster de 50 L (Figura 6)
Agua de mar filtrada 35 %o
T2: 28 °C
Aireacion
Luz continua superior
Alimento:
Especies de fitoplancton: Tetraselmis suecicca e Isochrysis galbana
1.050.000 cels de fito/mL para una densidad de 35 artemias /mL
Se renovd la mitad del tanque, con aporte de agua nueva, todos los dias previo

a la alimentacion

11
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Fig. 6: Zona de engorde y enriquecimiento de Artemia

Resultados y Discusion:

En el 2010 se llevaron a cabo tres experiencias de cultivo de Artemia, cuyo
protocolo fue mejorado en el 2011, obteniéndose mejores resultados.

Los datos relativos al engorde de la Artemia se detallan en la tabla VI. En la figura
7 se aprecia visualmente la diferencia de tallas en funcién del tiempo, cabe destacar la

dispersién de tallas observada en los ultimos dias del cultivo (Figura 8).

Tabla VI: Datos de engorde de Artemia

Dias Densidad (art/mL) £ sd | Talla (mm) % sd PS (mg) £ sd
0 37,3340,58 0,69+0,01 0,02+0,0001
1 35,67+1,53 0,90+0,03 0,04+0,0001
2 35,00+1,00 1,10+0,02 0,05+0,0001
3 34,00+2,00 1,10+0,04 0,06+0,0001
4 30,67+1,55 1,30+0,02 0,06+0,0001
5 28,00+1,00 1,57+0,03 0,07+0,0001
6 15,00+1,73 1,65+0,08 0,08+0,0001
7 12,67+1,53 1,82+1,11 0,10+0,0001
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Fig. 7: Diferentes tallas de la Artemia, segun el dia de cultivo
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Fig. 8: Talla en funcidn de los dias de cultivo

Tarea 1.3.2. Enriquecimiento de Artemia

Todos los trabajos llevados a cabo por diferentes autores y relativos al cultivo
integral del pulpo, han coincidido en sefialar que existe un déficit de acidos grasos
poliinsaturados en las presas suministradas a las paralarvas. Podemos afirmar que estas
cadenas de acidos grasos poliinsaturados (PUFA), especialmente los acidos EPA y DHA,
son esenciales para los cefalépodos (Navarro et al., 1992, 1993) y su déficit se traduce en
bajos indices de supervivencia y bajas tasas de crecimiento (lglesias et al., 1997,

Villanueva et al., 2002).
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Existen enriquecedores comerciales, Selco y Ori Green, elaborados a base de
aceites y harinas de pescado que han dado buenos resultados de cara a aumentar el
contenido nutricional de las paralarvas de pulpo a través de vectores como la Artemia.

Las microalgas también son buenos enriquecedores debido a su elevado contenido
en acidos grasos. La especie Nannochloropsis oculata ha sido muy valorada por varios
autores (Hamazaki et al., 1991, Moxica et al., 2006) y las especies de Rhodomonas poseen
un alto contenido proteico y lipidico, por ello, las paralarvas cultivadas con Artemia
enriguecida con esta especie, muestran alta supervivencia, un crecimiento adecuado y un
contenido en acidos grasos esenciales (EPA y DHA) muy superior al aportado por otro tipo
de enriquecedores (Seixas, 2009).

Por todo lo anterior se realizaron experiencias en la que se ensayaron estos
enriquecedores comerciales frente a las microalgas y otros experimentales como la harina

de krill.
Material y Métodos:

Se compararon diferentes concentraciones de enriquecedores experimentales para
determinar la cantidad que daba mejores resultados en cuanto a supervivencia y
crecimiento de las Artemias.

Artemias de tres dias de engorde y 300 um se cultivaron hasta el dia 7;con tres
concentraciones diferentes para cada enriquecedor (harina de krill, Nannochloropsis

oculata (No) y Rhodomonas sp. (Rh)). Las condiciones fueron las siguientes:

- 3art/mL
- Aireacion fuerte
- T2:26°C

- Tanque de metacrilato de 10 L

14
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Resultados y Discusion:

Los resultados con las diferentes concentraciones de cada enriquecedor se
resumen en la tabla VII. En dicha tabla se han resaltado los valores maximos de cada
variable (densidad, talla y peso seco) en funcién del dia de cultivo y de la concentracion
de enriquecedor:

e Verde: Mejor dato de densidad para ese dia de cultivo.
* Rojo: Mejor dato de talla para ese dia de cultivo.

¢ Morado: Mejor dato de peso seco para ese dia de cultivo.

Tabla VII: Datos de densidad, talla y peso seco con diferentes concentraciones de enriquecedor

Harina de Krill
0,2g/L 0,3g/L 04g/L
Dias Dens (art/mL)| Talla(mm) [ PS(mg) Dens (art/mL) Talla (mm) PS (mg) |Dens (art/mL)| Talla(mm) ]| PS(mg)
4 0,90 1,50 0,05 0,75 1,44 0,04 1,75 1,20 0,08
5 2,25 1,65 0,08 2,50 1,75 0,06 2,90 1,78 0,11
6 1,50 1,85 0,08 1,60 1,89 0,10 1,00 1,90 0,12
7 1,20 2,00 0,09 2,00 2,10 0,12 1,00 2,10 0,15
Nannochloropsis oculata
1076 cels/mL 5x1076 cels/mL 1017 cels/mL
Dias Dens (art/mL)| Talla(mm) [ PS(mg) Dens (art/mL) Talla (mm) PS (mg) |Dens (art/mL)| Talla(mm) | PS(mg)
4 2,00 1,18 0,05 3,00 1,21 0,07 1,00 1,20 0,05
5 3,00 1,38 0,05 2,00 1,37 0,05 1,00 1,28 0,05
6 2,00 1,47 0,05 3,00 1,65 0,07 1,00 1,73 0,07
7 3,00 1,95 0,08 2,00 2,10 0,08 3,00 2,03 0,07
Rhodomonas sp.
0,5x1076 cels/mL 1076 cels/mL 1,5x1076 cels/mL
Dias Dens (art/mL)| Talla(mm) | PS(mg) Dens (art/mL) Talla (mm) PS(mg) |Dens (art/mL)| Talla(mm) | PS(mg)
4 2,00 1,51 0,06 3,00 1,40 0,07 3,00 1,51 0,08
5 3,00 1,67 0,07 2,00 1,61 0,07 2,00 1,61 0,07
6 2,00 1,91 0,11 3,00 1,81 0,10 1,30 1,89 0,08
7 1,10 1,93 0,12 3,00 2,10 0,12 1,40 2,20 0,10

Podemos determinar, que en el caso de la harina de krill, las concentraciones mas
adecuadas serian las de 0,3 g/L y 0,4 g/L, ya que aporta mejores valores de talla, peso y
supervivencia.

Con Nannochloropsis oculata, la concentracion que mejores resultados arroja es
la de 5x10° cels/mL, ya que la talla, el peso seco y la supervivencia son superiores en
todos los dias que se ha enriquecido.

6

Si enriqueciéramos con Rhodomonas sp. usariamos una concentracion de 0,5x10

cels/mL, aunque en cuanto a supervivencia no parece ser la mas adecuada.
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Si se comparan los resultados de cada enriquecedor, podemos decir que los
mejores valores en cuanto a supervivencia son los obtenidos con Nannochloropsis oculata
a 5x10° cels/mL y con Rhodomonas sp. a 0,5x10° cels/mL y en cuanto a talla y peso seco,
con harina de krill a 0,4 g/L y con Rhodomonas sp. a 0,5x106 cels/mL. Por tanto, se

recomendaria enriquecer con Rhodomonas sp. a una concentracién de 0,5x10° cels/mL

Se tomod una muestra de 1 g de Artemia enriquecida de cada enriquecedor
experimental, en aquella concentracién que dio mejores resultados, para su posterior
analisis bioquimico. Dichas muestras se congelaron a -20 °C, sin ser lavadas previamente y

fueron enviadas al CIMA de la Xunta de Galicia.

Tarea 1.3.3. Cultivo de paralarvas

Anualidad 2010:

Se realizaron dos experiencias (una por duplicado) para comparar el efecto de
diferentes enriquecedores comerciales de Artemia sobre el crecimiento y supervivencia

de las paralarvas de pulpo.

Material y Métodos:

Se utilizd un sistema de cultivo semiabierto de tanques parabdlicos de fibra de
poliéster de 30 L de color blanco (dos tanques, uno por cada tipo de alimentacién). El
depdsito regulador de estos tanques era de 60 L y se aportd agua nueva al sistema con un
caudal de 1,3 L/minuto. La entrada de agua en los tanques se realizaba a través de un
dispositivo basal que favorecia la circulacion vertical tanto de larvas como de alimento
(Figura 9) y se colocd una aireacién suave alrededor de la malla central del desaglie, de
300 um, para evitar que las paralarvas y el alimento se acercasen. El fotoperiodo fue

natural y la densidad de paralarvas fue de 20 individuos/L.
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Fig. 1. Sistema de recirculacion de tanques parabélicos.

(a) aporte de agua nueva; (b) tanque biolégico; (c) desagiie; (d) filtro bioldgico de
conchilla; (e) filtro mecénico de perlén; (f) bomba de circulacién; (g) conduccién de aire;
(h) llaves de control de flujo; (i) tuberia de conduccién de agua; (j) soporte de los tanques;
(k) desagile y malla; (1) conducto de retorno.

Fig. 9: Sistema semiabierto de tanques parabdlicos para el cultivo larvario

Las paralarvas se alimentaron con Artemia enriquecida con Selco y con harina de
krill, a una densidad de presa de 1 artemia/ml.

Se llevd un control de crecimiento sobre talla y peso de 10 paralarvas. Para la talla
se utilizd la longitud del manto (LM) tomando la distancia entre la parte posterior del
cuerpo vy la linea imaginaria que une los 2 ojos de paralarvas muertas por anoxia. Para el
peso se determind el peso seco a 55 °C durante 24 h, previamente lavadas con agua

destilada. Se pesaron en una balanza de precision de cuatro decimales.

Las tareas diarias que se llevaron a cabo fueron:
e Control de los parametros fisico-quimicos de los tanques
e Retirada de paralarvas muertas y limpieza del fondo mediante sifonado
* Limpieza de la malla central del desaglie
* Limpieza de los filtros mecanicos colocados en el depdsito regulador

e Aporte de alimento

17
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Resultados y Discusion:
Las condiciones y los resultados de las dos experiencias se resumen en las tablas
VIII, Xy X.

Tabla VIII: Datos relativos a las condiciones de cultivo de las dos experiencias

1Tl 112
Art. enriq. Selco Art. enriq. harina de krill
Dias | LM PS % Sup | LM PS % Sup

1 2,50 0,65 100 2,50 0,65 100

10 | 3,20 1,18 10 2,70 0,92 2

Tabla IX: LM (mm), PS (mg) y % de supervivencia de las paralarvas para la primera experiencia

Exp.1 Exp.2
Inicio cultivo 29/09/10 11/10/10
Densidad (larvas/L) 20 20
LM (mm) 2,50 2,36
Peso seco (mg) 0,65 0,70
T2 media (°C) 17,90+0,59 15,60+0,80
$%o media 33,80+0,49 33,30+0,84
Dias de cultivo 10 7

Tabla X: LM (mm), PS (mg) y % de supervivencia de las paralarvas para la segunda experiencia

2T1 272
Art. enriq. Selco Art. enriq. harina de krill
Dias | LM PS % Sup | LM PS % Sup

1 2,36 0,70 100 2,36 0,70 100

7 2,50 0,74 3.33 2,50 0,72 0,33 18
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En las figuras 10 y 11 se representan la supervivencia y crecimiento en cada una

de las experiencias. La duracion del cultivo en ninguno de los casos superd los 10 dias.
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Fig. 10: Supervivencia de las paralarvas segln el dia de cultivo
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Fig. 11: Variacién de longitud y peso seco segun la experiencia

Anualidad 2011 y 2012:
Las experiencias de cultivo de paralarvas realizadas durante estos afios se
detallaran en la siguiente linea de trabajo, ya que en ellas se han empleado Artemia

enriquecida, zoeas de crustaceos y otras dietas alternativas.
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Tarea 1.3.5. Andlisis bioquimico de Artemia enriquecida y paralarvas
Material y Métodos:

Se tomaron muestras de Artemia enriquecida con distintas microalgas y productos
comerciales y paralarvas de 15 dias alimentadas con estas Artemias que se congelaron a
202C y se enviaron al CIMA para su analisis bioquimico. La relaciéon de muestras fue la
siguiente:

e Presas: Artemia con 5y 8 dias de cultivo
* Artemia sin enriquecer
v Artemia enriquecida con Selco (0,6 g/L)
v" Artemia enriquecida con Ori Green (0,4 g/L)
v Artemia enriquecida con Harina de Krill (0,4 g/L
v Artemia enriquecida con N. oculata (5x106 cels/mL)
v' Artemia enriquecida con Rhodomonas sp. (0,5x10° cels/mL)
e Paralarvas de pulpo:
v' Recién eclosionadas
v" Alimentadas con Artemia enriquecida con Selco a los 15 dias de cultivo
v' Alimentadas con Artemia enriquecida con Selco (cultivo en aguas verdes) a los 15
dias de cultivo
v" Alimentadas con Artemia enriq. con Ori Green a los 15 dias de cultivo

v’ Alimentadas con Artemia enriqg. con N. oculata a los 15 dias de cultivo

Resultados y Discusion:

En la tabla XI se resumen los resultados obtenidos en cuanto al % en acidos grasos
de las Artemias enriquecidas. De estos resultados se extrae que los enriquecedores de
Artemia que mas aportan en cuanto a su contenido en acidos grasos son las microalgas

Nannochloropsis oculata y Rhodomonas sp. y el enriqguecedor comercial Selco.

20



JACUMAR

JUNTA NACIONAL
ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

MINISTERIC
DE AGRICULTURA, ALIMENTACION
f MEDIC AMBIENTE

L - ¥ GOBERNG
CHRT  DE ESPANA
- -

En la tabla Xl se muestran los resultados obtenidos en el andlisis bioquimico de las
paralarvas de pulpo cultivadas. De ella se extrae que las paralarvas alimentadas con
Artemia enriquecida con Selco y Nannochloropsis oculata tienen un contenido nutricional,
en cuanto a acidos grasos, muy similar al de las paralarvas recién eclosionadas, es decir,
muy préximo a sus requerimientos nutricionales. Por todo lo anterior, los enriquecedores
Selco, Rhodomonas sp. y Nannochloropsis oculata fueron los elegidos para ser utilizados

en las experiencias de cultivo de paralarvas del afio 2012.

Tabla XI: Perfil de acidos grasos de las Artemias cultivadas con distintos enriquecedoresa dia5y 8

de cultivo

% Total Ac. Grasos

Art sin Art Ori Art Selco Art krill Art No Art Rh

5d 8d 5d 8d 5d 8d 5d 8d 5d 8d 5d 8d
PUFA | 17,01 | 28,03 | 12,93 | 28,55 | 17,01 | 26,53 | 17,47 | 24,73 | 35,32 | 32,27 | 35,63 | 46,48
SAFA | 38,12 | 348 | 67,23 | 41,47 | 38,12 | 30,29 | 42,61 | 34,1 | 27,81 | 28,40 | 34,90 | 31,33
MUFA | 44,87 | 37,17 | 19,83 | 29,98 | 44,87 | 43,18 | 39,91 | 41,17 | 36,86 | 39,34 | 29,47 | 22,19
w3 9,97 | 20,52 | 6,29 |17,94 |9,97 | 159 | 13,34 | 18,07 | 25,65 | 20,83 | 15,74 | 21,57
w6 6,35 | 723 |6,35 |10,36 |6,35 | 10,04 |3,28 |598 |9,24 | 10,66 | 19,50 | 24,48
EPA 2,1 433 | 1,9 4,89 |21 4,71 | 6,67 |922 |726 |11,85 (3,15 | 5,13
DHA 2,09 |008 |081 |3,49 |20 |577 |19 1,49 |0,21 |0,21 |0,79 |1,87
ARA 1,02 | 156 |202 [212 [102 |15 1,01 | 1,23 |293 |3,76 |3,33 |529

Tabla XII: Perfil de acidos grasos de las paralarvas cultivadas con Artemia enriquecida con distintos

productos
%Total Ac. Grasos
Recién . Selco Aguas
eclosionadas Selco Ori No verdes :
PUFA's | 42,54 37,11 41,57 45,55 44,31
SAFA’s 48,66 31,89 32,32 28,66 28,39
MUFA’s | 8,80 31,00 26,11 25,79 27,30
Tw3 33,65 26,70 29,47 31,03 31,02
Sw6 4,55 7,66 9,37 11,17 10,75
EPA 12,74 14,56 13,57 12,60 14,14
DHA 19,92 8,51 10,21 14,25 12,63
ARA 4,23 5,30 5,87 5,71 5,13
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Linea 1.5. Cultivo semi-extensivo de paralarvas utilizando zooplancton
capturado en el medio natural, misidaceos cultivados y zoeas de crustaceos
vivas o congeladas

v' OBJETIVOS: Obtencidon de juveniles de pulpo a partir de zoeas de crustédceos,
aplicando tecnologias de cultivo innovadoras que permitan mejorar las tasas de

crecimiento y supervivencia de las paralarvas.

Tarea 1.5.1. Obtencion de zoeas de decdpodos (cangrejos autéctonos, cangrejo,

nécora, centollo, buey, etc.)
Material y Métodos:

Durante los afos 2010, 2011 y 2012 se estabularon hembras de centollo (Maja
squinado) ovadas que fueron realizando puestas sucesivas (Figura 12). Se mantuvieron en
un tanque de 250 L, en circuito abierto, con una renovacién de 1,5 L/min, aireacion en el
fondo y desaglie en superficie. Se utilizé un colector de malla de 500 um para la recogida
de las zoeas. El alimento fue Lirio congelado (Micromesistius poutassou) y mejillones vivos
(Mytilus edulis) ad libitum.

Las zoeas recién eclosionadas (Figura 13) se congelaron a -20 °C para su posterior

uso como dieta inerte.
Resultados y Discusion:

La eleccién de zoeas de centollo como dieta para las paralarvas de pulpo se debe a los
resultados obtenidos en estudios anteriores (Iltami et al. 1963; Villanueva 1995, Iglesias et
al. 2004 y Carrasco et al., 2002 y 2006). Ademas se trata de una especie autéctona y
abundante en zonas de puesta de los pulpos, por lo que podemos suponer que las zoeas
de centollo podrian formar parte de la dieta natural de las paralarvas durante sus
primeras fases de desarrollo. Esta especie muestra también una supervivencia muy
elevada en cautividad. Los datos del desove de las hembras de centollo estabuladas en
2011 se resumen en la tabla XIII.
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Fig. 12: Puesta en el abdomen de la hembra

Fig. 13: Zoeas de centollo recién eclosionadas

Tabla XIlI: Datos relativos al desove de las hembras de Maja squinado en 2011.

c1 c2
Estabulacion 13/09/10 13/09/10
Peso (g) 800 900
Primera puesta =13/09/10 =13/09/10
Desarrollo embrionario (dias) =47 =47
Duracién eclosion (dias) 2 4
Segunda puesta 07/02/2011 22/02/2011
Desarrollo embrionario (dias) 74 63
Duracién eclosion (dias) 1 1
Tercera puesta 22/04/2011 26/04/2011
Desarrollo embrionario (dias) 54 54
Duracién eclosion (dias) 1 1
Cuarta puesta 15/06/2011 19/06/2011
Desarrollo embrionario (dias) 36 32
Duracion eclosion (dias) 1 1
Quinta puesta 21/07/2011 22/07/2011
Desarrollo embrionario (dias) 35 34
Duracion eclosion (dias) 1 1
Sexta puesta 01/09/2011 01/09/2011
No llegd No llegd
completarse completarse
Talla media de las zoeas largo (mm) 2,40 2,40
Talla media de las zoeas ancho (mm) | 1,18 1,18

JACUMAR

ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

El ciclo vital del centollo ha sido estudiado en profundidad y se conoce que las
hembras realizan varias puestas sin necesidad de ser fecundadas de nuevo y que el
desarrollo embrionario dura entre 30 y 40 dias a temperaturas de 16 - 18 °C (Iglesias et

al., 2002).
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Tarea 1.5.2. Obtencidn de zooplancton del medio natural
Material y Métodos:

Durante los afios 2010 y 2011 se acondiciond un tanque circular de 7000 L, con 1
m de altura y 3 m de didmetro, con aireacién desde el fondo por inyeccidn de aire, lo que
nos permitia el intercambio de aguas dentro del tanque y la suspensién del fitoplancton
(Figura 14). En dicho tanque se realizé una inoculacién inicial de fitoplancton con Tsy Pty
medio de cultivo, que se fue renovando semanalmente para mantener un bloom natural
de fitoplancton. En primavera, aprovechando el bloom natural, se procedié al tamizado

manual de agua de la ria e inoculacidn del tanque con el zooplancton encontrado.

Fig. 14: Tanque de cultivo de zooplancton

Resultados:

Periédicamente se examinaron los tamices colocados dentro del tanque para
conocer la variedad de especies presentes y su abundancia. Los resultados no fueron muy
satisfactorios, por lo que se descartd el uso de zooplancton para alimentar a las

paralarvas.
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Tarea 1.5.3. Otras dietas vivas alternativas

Se valoré la utilizacion de otras dietas alternativas como por ejemplo, las larvas de

erizo y las zoeas de otros crustaceos como la quisquilla (Palaemon elegans).

Larvas de Erizo de mar

Material y Métodos:

En enero de 2010 y 2011, al comienzo del desarrollo gonadal del erizo de mar
(Paracentrotus lividus), se estabularon 20 ejemplares, en un tanque de 250 L con
renovacion de agua, aireacién y macroalgas de la zona. La induccidn a la puesta se realizd
mediante la inyeccién de 2,5 - 5,0 ml de KCI 0,5 N a través de la membrana peristomial y
colocacién de los ejemplares en vasos con agua de mar para la expulsidon de los productos

sexuales (Figuras 15y 16)

Fig. 15: Inyeccion de KCI  Fig. 16: Expulsién de los productos sexuales

Para la fecundacion se eliminé el sobrenadante de las hembras y se pasaron los
ovocitos a un vaso de 500 mL donde se procedid a la fecundacion con 1 mL del esperma
de los machos. Se comprobé al microscopio que la fecundacidn habia sido satisfactoria,

observandose la membrana de fecundacién en la mayoria de ovocitos.
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Los huevos fecundados se colocaron en un cubo con 5 L de agua de mar
esterilizada a una temperatura de 18 -19 °C durante 24-48 horas, tras este periodo se
observaron las larvas en estado de gastrula con un tamafio aproximado de 100 um. En las

figuras 16 - 21 se observan varios estadios del desarrollo embrionario.

Fig. 16: Ovocito sin fecundar Fig.17: Ovocito con membrana de fecund. Fig. 18: Embridn con 2 células

Fig. 19: Embridén con 4 células Fig. 20: Estado de gastrula Fig. 21: Larva de erizo

Resultados:

Las larvas de erizo obtenidas se congelaron y se utilizaron como alimento para

paralarvas de pulpo en los primeros dias del cultivo, en las experiencias del afo 2011.

Zoeas de quisquilla (Palaemon elegans)

Material y Métodos:

En el mes de abril se estabularon hembras ovadas de quisquillas (Palaemon

elegans) (Figura 22) con el fin de suministrar las zoeas a las paralarvas, como dieta

alternativa (Figura 23).
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Se trata de una especie ovipara cuya reproducciéon tiene lugar entre abril y
septiembre, coincidiendo con la época natural de reproduccion de los pulpos. La
fecundacion es externa y una vez fertilizados los huevos la hembra los lleva en sus
apéndices abdominales. Pueden llegar a tener varias puestas.

Se capturaron en la ria del Eo y se estabularon en un tanque de 250 L, en circuito
abierto, con un aporte de agua nueva al sistema de 1,5 L/min, aireacion en el fondo y

desagtie en superficie. El alimento fueron mejillones vivos (Mytilus edulis) ad libitum.

Fig. 22: Quisquilla (Palaemon elegans) Fig. 23: Zoea de Palaemon elegans con un dia de vida

Resultados:

Tras la eclosidn, las zoeas, con un tamano de 3 mm de largo y 0,75 mm de ancho,

se congelaron a -20 °C para su posterior uso como dieta inerte. No llegaron a utilizarse.

Tarea 1.5.4. Cultivo de paralarvas

Anualidad 2010:

Material y Métodos:

Se realizé una experiencia donde se ensayaron dos sistemas diferentes de cultivo.

La alimentacién se basé en Artemia enriquecida y zoeas de centollo congeladas.
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Sistema 1:

Circuito semiabierto de dos tanques parabdlicos de fibra de poliéster de 30 L de
color blanco, con un aporte de agua nueva al sistema de 0,4 L/minuto. La entrada de agua
basal favorecia la circulacion vertical de las larvas y del alimento, que junto con una
aireacion suave alrededor de la malla central del desaglie, de 300 um, evitaba que las
paralarvas y el alimento se acercasen. La densidad de paralarvas fue 20 individuos/L. El

fotoperiodo fue natural.

Sistema 2:

Dos tanques cilindricos de base cdénica de 200 L (uno réplica) con un tamiz de
malla de 300 pum, delimitando un volumen de 30 L. Era un circuito cerrado con
recirculacion de agua desde el fondo por inyeccion de aire (figuras 24 y 25). El
fotoperiodo fue natural y la densidad del cultivo fue de 20 paralarvas/L. Diariamente se
renovaba el 8 % del volumen del tanque y, cada 10 dias, coincidiendo con el muestreo de

paralarvas el volumen completo del tanque.

El alimento empleado en ambos sistemas de cultivo fue Artemia cultivada con
fitoplancton (Tetraselmis suecicca y Phaeodactylum tricornutum) y enriquecida durante
24 h con Selco, en una concentracion de 1 artemia/ml, mas zoeas de centollo congeladas

en una concentracién de 0,1 zoeas/ml.

Cada 10 dias se hizo un control de talla/peso, se utilizé la longitud del manto (LM)
de paralarvas muertas por anoxia y el peso seco en estufa a 552C durante 24 horas de 10
paralarvas, previamente lavadas con agua destilada. Se pesaron en una balanza de

precisidon de cuatro decimales.
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Fig. 24: Sistema de cultivo 2 Fig. 25: Detalle del tamiz en el sistema de cultivo 2

Las tareas diarias que se llevaron a cabo fueron:
e Control de los parametros fisico-quimicos de los tanques
* Retirada de paralarvas muertas y limpieza del fondo mediante sifonado
* Limpieza de la malla central del desagtie (Sistema 1)
e Limpieza de filtros mecdnicos colocados en el depésito regulador (Sistema 1)
e Limpieza de la malla del tamiz mediante sifonado (Sistema 2)
e Renovacion de 15 L (Sistema 2)

* Aporte de alimento

Resultados y Discusion:

En la tabla XIV se resumen las condiciones de cultivo en cada sistema.

Tabla XIV: Datos relativos a las condiciones de cultivo

s1.1 $1.2 S2.1 S2.2
Inicio cultivo 06/12/10 09/12/10 06/12/10 09/12/10
Tipo sistema Semiabierto Semiabierto Cerrado Cerrado
Densidad (larvas/L) 20 20 20 20
Volumen (L) 30 30 30 30
Malla (pm) 300 300 300 300
Alimentacion Artemia enrqg. + | Artemia enrqg. + | Artemia enrq. + | Artemia enrq. +
zoeas centollo | zoeas centollo | zoeas centollo | zoeas centollo
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congeladas congeladas congeladas congeladas
LM inicial (mm) 2,1 2,1 2,1 2,1
Peso seco inicial (mg) | 0,31 0,31 0,31 0,31
T2 media (°C) 21,63+1,14 21,63+1,14 21,20£1,58 21,20£1,58
$%o0 media 33,35+£1,00 33,35+£1,00 33,78+1,00 33,78+1,00
Dias de cultivo 14 6 38 20

El sistema 2 arrojdo mejores resultados que el sistema 1, donde las paralarvas no
superaron los 14 dias de cultivo. La causa de estos resultados podria ser debido a la

complejidad del sistema que dificultaba las labores de mantenimiento y limpieza.

En la figura 26 se puede observar cdmo, en esta experiencia (en rojo), se superan
los dias de cultivo de las experiencias realizadas con anterioridad (linea 1.3) en donde la
alimentacion de las paralarvas se basaba solo en Artemia enriquecida con diferentes
productos (en azul). La mejoria de los resultados podria deberse a tres factores
principales: El incremento de la temperatura del agua a 202C-229C, el aporte de zoeas de
centollo y la simplificacion de las labores de manipulacién de las paralarvas durante el

cultivo.

g 20
% 15
10
.
0 - . . , , .
EL E2 511 512 521 522

Experiencias

Fig. 26: Dias de cultivo en funcién de la experiencia

En las tablas XV, XVI, XVIl y XVIIl se indican los datos de longitud, peso seco y

supervivencia para cada sistema.
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Tablas XV, XVI, XVII y XVIII : Datos relativos a la LM (mm), PS (mg) y supervivencia (%) de cada
tanque en funcién del sistema de cultivo.

Experiencia S11:

Dias LM (mm) PS (mg/paralarva) Supervivencia (%)
1 2,1 0,31 100

7 2,5 1,58 60

10 2,7 1,33 17

14 2,8 1,25 3,8

Experiencia S12:

Dias LM (mm) PS (mg/paralarva) Supervivencia (%)
1 2,1 0,31 100
6 2,4 0,84 2,2
Experiencia S21:
Dias LM (mm) PS (mg/paralarva) Supervivencia (%)
1 2,1 0,31 100
7 2,7 1,88 95
10 2,9 1,94 95
20 3,7 1,90 45
30 3,9 1,98 1,33
38 3,9 1,89 1
Experiencia S22:
Dias LM (mm) PS (mg/paralarva) Supervivencia (%)
1 2,1 0,31 100
7 2,4 2,38 95
10 3,1 0,80 70
20 3,5 1,20 2,8

En la figura 27 podemos ver la supervivencia por parciales. Observamos que con el
sistema 2, a dia 10 de cultivo, la supervivencia se mantiene por encima del 70 %,
disminuyendo a los 30 dias al 1,33 %, muy lejos del 10% obtenido por Iglesias et al.,

(1997) y Carrasco et al., (2001), donde se llega al mismo nimero de dias de cultivo.
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Fig. 27: Supervivencia larvaria de cada tanque en funcidn del sistema de cultivo

En la figura 28 se comparan las experiencias S1 y S2 con las realizadas
anteriormente en donde solo se alimentaba a las paralarvas con Artemia salina
enriquecida con diferentes productos. No se observan resultados significativos en cuanto
a crecimiento, ni en funcién del sistema (comparando S1 con S2) ni de la alimentacién

(comparando S1y S2 con el resto de experiencias).
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Fig. 28: Variacion de LM y PS al dia en funcién de la experiencia
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No podemos concluir que el aporte de zoeas de centollo, en este caso congeladas,
haya ayudado al crecimiento, solo a evitar la mortalidad, aunque diversos autores han
comprobado que el crecimiento de las paralarvas mejora cuando se utilizan como dieta
larvas de crustdceos vivas (Iltami et al., 1963; Villanueva, 1995; Iglesias et al. 2004 y
Carrasco et al., 2002 y 2006) obteniendo paralarvas de 60 dias, en cultivos realizados en
pequefios volumenes de menos de 100 L. Sin embargo, cuando se trata de cultivar
paralarvas en grandes voliumenes, la Artemia es el Unico alimento sin problemas de
disponibilidad y es bien aceptada por las paralarvas (Hamazaki et al., 1991; Iglesias et al.,
1997).

La mejora de los resultados, en cuanto a supervivencia y duracidn del cultivo,
coincide con un incremento de la temperatura del agua, con el aporte de zoeas de
centollo congeladas y con la optimizaciéon del sistema de cultivo. Todo ello nos lleva a
pensar que el sistema de tanques troncocdnicos con tamices, facilita las labores de

limpieza reduciendo el estrés de las paralarvas.
Anualidad 2011:
Material y Métodos:

Se realizd una experiencia en la que se compararon diferentes tipos de
enriquecedores de Artemia salina suministrada como base de la dieta de las paralarvas
(dos enriquecedores comerciales y uno experimental).

Dicha dieta estaba compuesta de Artemia cultivada con Tetraselmis suecicca e
Isochrysis galbana y enriquecida durante 24 horas (1 art/mlL) y Zoeas de centollo
congeladas (0,1 zoeas/mL). Ademas, durante la primera semana, se realizé un aporte de
larvas de erizo congeladas (0,6 larvas/mL) en todos los tanques.

Los diferentes enriquecedores de Artemia empleados, fueron:

e Selco (Easy DHA Selco, INVE Bélgica, 0,6 g/L)
e Ori Green (Ori-Go, Skretting, 0,4 g/L)

»  Nannochloropsis oculata (5x10° cels/mL)
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e Ademas se estudié el efecto de la adicidn de N. oculata en el tanque de cultivo de

paralarvas alimentadas con Artemia enriquecida con Selco (Aguas verdes).

El tanque de cultivo empleado fue el utilizado anteriormente, con tanques
troncocdnicos y tamiz con malla delimitando un volumen de cultivo de 20L. La densidad
de cultivo fue de 20 paralarvas/L, la temperatura de 21 °C y fotoperiodo natural suavizado
con una malla sombreadora. Se emplearon dos tanques por cada tipo de alimentacion.

Las tareas llevadas a cabo fueron:

e Limpieza diaria de restos y paralarvas muertas, renovacion del 50 % del agua

de cultivo y aporte de alimento.

e Renovacion total y limpieza del tanque cada 7 dias.

e Control de supervivencia y crecimiento. Medidas de LM y peso seco en 10 paralarvas
mediante lavado con agua destilada y secado durante 24 h a 100 °C) los dias 1, 15y

30.

Resultados y Discusion:

La duracion del cultivo varid en funcion del tipo de enriquecedor empleado en el
cultivo de la Artemia que se suministrd a las paralarvas. Si observamos la Figura 29, se
comprueba que unos enriquecedores parecen ser mas efectivos que otros. La utilizacién
de Selco como enriquecedor permitio llevar el cultivo a 39 dias, mientras que con el resto

se incrementa la mortalidad.

100
75 —
\ =4="Selco
50 \ M= Ori Green

#r—Aguas verdes

o
25 ‘l.\\ =m—N.oculata
\ ]

0 10 20 30 40 50
Dias de cultivo
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Fig. 29: Supervivencia de las paralarvas segln el tipo de dieta y dia de cultivo
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Ademas de la duracion total del cultivo, a dia 15 ya se observan diferencias
significativas en la supervivencia, y los enriquecedores Selco y Ori Green muestran
mejores resultados que los demas. A partir del dia 15, la supervivencia de las paralarvas
alimentadas con el resto de enriquecedores queda por debajo del 50 %, mientras que con
Selco es del 84 % y a dia 30 del 21% frente al 10% observado por Iglesias et al. (1997) con
el mismo tipo de dieta. La utilizacion de la microalga N. oculata, tanto como enriquecedor
como aditivo al agua de cultivo, no arrojo los resultados esperados ya que la edad
alcanzada por las paralarvas fue de 22 y 15 dias respectivamente, por debajo de los 70
dias alcanzados por Moxica et al. (2006) donde utilizaba el alga como enriquecedor. El
cultivo en Aguas verdes no resultd efectivo, con el tipo de sistema de estabulacion
empleado, ya que se observé demasiada suciedad en el tamiz.

En cuanto a longitud y peso seco (Tabla XIX y Figuras 30 y 31), los mejores
resultados son los obtenidos con los enriquecedores Ori Green y Selco, y coinciden con
los observados por Carrasco et al. (2001, 2003. Informe interno) hasta el dia 30 de
cultivo, posteriormente son inferiores. Los valores obtenidos utilizando N. oculata como
enriquecedor son superiores a los observados por Moxica et al. (2006) donde a dia 30 de
cultivo el peso seco es de 1,87 mg.

No podemos determinar que el empleo de larvas de erizo haya favorecido el
cultivo, ya que si comparamos esta experiencia con la del ano 2010, los resultados para el

cultivo con Artemia enriquecida con Selco son muy similares.

Tabla XIX. Valores medios de longitud (LM) (mm) y peso seco (PS) (mg) de las paralarvas

Selco Ori Green Aguas verdes N. oculata
Dias | LMzsd PStsd LMtsd PStsd LMtsd PStsd LMzsd PStsd
1 2,4+0,0 | 0,620,0 | 2,4+0,0 | 0,6+0,0 | 2,4+0,0 | 0,6%0,0 | 2,4+0,0 | 0,6+0,0
15 2,8+0,0 | 1,4+0,2 | 3,0+0,1 | 1,0+0,2 | 2,5¢0,0 | 1,2+0,0 | 2,6%+0,3 | 1,1+0,1
22 2,8+0,0 | 2,2+0,0
30 3,4+0,5 | 2,2+0,2 | 3,4%0,6 | 2,5%0,3
39 4,2+0,4 | 3,910,2
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Anualidad 2012:

Las experiencias realizadas durante el afio 2012 pueden dividirse en dos grupos.
En el primer grupo se continda con la linea de afos anteriores utilizando el mismo sistema
de cultivo, ligeramente modificado y diferentes enriquecedores de Artemia. En el

segundo grupo de experiencias se experimenta con un nuevo sistema de cultivo.
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Primer grupo de experiencias:

Se realizaron varias experiencias en las que se compararon diferentes tipos de
enriquecedores de Artemia salina, como base de la dieta de las paralarvas.

Material y Métodos:

Los tanques de cultivo empleados fueron los que en experiencias anteriores
dieron mejores resultados (Figura 32), tanques troncocdénicos con recirculacidon del agua
en circuito cerrado y tamices con malla de 300 um, delimitando un volumen de cultivo de
30 L. La densidad de cultivo fue de 20 paralarvas/L, la temperatura entre 202C-22°C y
fotoperiodo natural suavizado con una malla sombreadora. Como novedad, se disefid un
sistema de giro del agua que, mediante bombeo, la introducia en el tamiz forzando la
resuspension del alimento inerte.

Todas las dietas se basaron en el aporte de Artemia cultivada con Tetraselmis
suecicca e Isochrysis galbana, enriquecida durante 24 horas, y zoeas de centollo
congeladas. Cada dieta se ensayd por duplicado.

El mantenimiento llevado a cabo fue:

e Limpieza diaria de restos y paralarvas muertas, renovaciéon del 50 % del

volumen de agua y aporte de alimento.

e Control de supervivencia, LM, LT (de 5 paralarvas/tanque) y peso seco (de 5

paralarvas, por triplicado, de cada tanque, durante 24 h a 100 °C), los dias 1,
15, 30, 40y 50.

* Renovacion total y limpieza del tanque cada 7 dias.

Fig. 32: Tanques de cultivo
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PRIMERA EXPERIENCIA:

La alimentacion consistio en:

v 12 toma: Artemia cultivada con Ts e Ig y enriquecida durante 24 horas con
Selco (Easy DHA Selco, INVE Bélgica, 0,6 g/L) (0,5 art/mL) y Zoeas de centollo
congeladas (0,02 zoeas/mL) en todos los tanques.

v' 23 toma: Artemia cultivada con Ts e Ig y enriquecida durante 24 horas con Rh o
No (0,5 art/mL) y Zoeas de centollo congeladas (0,02 zoeas/mL) en todos los
tanques.

e T1Ay T1B: Artemia enriquecida con No (5x10° cels/mL) (Aguas verdes
0,1x10° cels/mL de No)
* T2A y T2B: Artemia enriquecida con Rh (0,5x10° cels/mL) (Aguas rojas
0,1x10° cels/mL de Rh)
SEGUNDA EXPERIENCIA:

La alimentacién fue la misma, en tres tomas diarias:

v' 12 toma: Artemia cultivada con Ts e Igy enriquecida durante 24 horas con
Selco (0,5 art/mL) y con Rh o No (segun el tanque) (0,5 art/mL) y zoeas de
centollo congeladas (0,01 zoeas/mL) en todos los tanques.

v/ 22 toma: Zoeas de centollo congeladas (0,01 zoeas/mL) en todos los tanques.

v' 32 toma: Zoeas de centollo congeladas (0,005 zoeas/mL) en todos los tanques.

A partir del dia 47 de cultivo se aportd krill troceado para incluir una presa de

mayor tamano en la dieta.

TERCERA EXPERIENCIA:

Consistid en realizar un cultivo suministrando aquella dieta que mejores
resultados arrojé en la experiencia anterior, en concreto con la microalga Rhodomonas
sp:

v 12 toma: Artemia cultivada con Ts e Igy enriquecida durante 24 horas con

Selco (0,5 art/mL) y con Rh (0,5 art/mL) y zoeas de centollo congeladas (0,01
zoeas/mL) en todos los tanques.

v/ 22 toma: Zoeas de centollo congeladas (0,01 zoeas/mL) en todos los tanques.

v" 32 toma: Zoeas de centollo congeladas (0,005 zoeas/mL) en todos los tanques.
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Tanto el sistema de cultivo como las pautas seguidas también fueron las mismas
que en el caso anterior.

Para todas las experiencias se calculd la tasa de crecimiento como Daily growth
index (DGI)..

DGI =[( PSf 3~ PSi*/3)/ (Tf - Ti)] X 100

Resultados y Discusion:

PRIMERA EXPERIENCIA:

Resumen
Densidad 20 paralarvas/L
Fotoperiodo Natural con malla sombreadora
Temperatura media 20,04 £0,93 °C
Circuito Cerrado, recirculacién de agua desde el fondo
Renovacién Parcial diaria y total semanal
Alimento 1 art. enriq./mL + 0,04 zoeas centollo/mL (2 tomas)
v T1AyT1B 0,5 art/mL enriq. Selco + 0,5 art/mL enrig. No
v T2AyT2B 0,5 art/mL enriq. Selco + 0,5 art/mL enriq. Rh
Sistema de giro Hasta el dia 9 de cultivo

La experiencia comenzd con el sistema de giro mencionado, que mantenia el
alimento inerte en suspension, pero se elimind a los 9 dias por no dar los resultados
esperados

En el T1, a dia 50 de cultivo, las paralarvas comienzan a cambiar su
comportamiento y ya se aprecian caracteristicas de la fase bentdnica. La longitud de sus
brazos ya representaba el 43,40 % de la longitud total (LT) frente al 29,20 % tras la
eclosion. Este dato se aproxima al obtenido por Moxica et al. en 2006 con paralarvas
bentdnicas de 70 dias.

El peso seco de las paralarvas, a dia 30 de cultivo, es de 3,23 mg valor superior al
observado por Moxica et al. en 2006 (1,89 mg), con la misma alimentacion, y Estambién
ga~valer muy similar al obtenido por Carrasco et al. en 2005 (3,38 mg), utilizando Artemia
y zoeas de centollo, y al mostrado por Seixas en 2009, donde utilizando Selco como
enriquecedor y aportando Nannochloropsis oculata al tanque de cultivo obtiene
paralarvas de 25 dias con un peso seco de 3,30 mg. No obstante, el valor es muy inferior
al obtenido por Villanueva et al. en 2002 donde enriqueciendo las Artemias con

microencapsulados obtiene paralarvas de 30 dias con un peso seco de 7,95 mg.
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Con 40 dias su peso seco es de 3,47 mg, por tanto, su tasa de crecimiento diario ha
disminuido considerablemente. Con 53 dias su peso seco es de 4,50 mg y queda muy por

debajo de lo obtenido por Carrasco et al. en 2005 a dia 50 (9.20 mg) y Moxica et al. en

2002 a dia 56 (9,21mg).

Tabla XX: Resultados obtenidos en la primera experiencia

Dias de | Supervivencia Talla (mm)
Tanque PSisd (mg) Obs.
cultivo (%) LMzsd LT+sd
1 100 2,52+0,06 | 3,56+0,14 | 0,65+0,05
T1A 40,00 2,49+0,07 | 3,26+0,20 | 0,91+0,03
TiB 66,00 2,51+0,07 | 3,28+0,18 | 0,92+0,03
T2A ’ 26,00 2,54+0,04 | 3,30+0,07 0,90+ 0,02
T2B 27,80 2,53+0,06 | 3,25+0,09 0,89+0,05
T2A 1,50 2,96+0,14 | 3,66+0,22 0,80+ 0,05 Final
T2B ° 6,50 3,11+0,11 | 4,01+0,29 0,82+0,04 Final
T1A 5,50 3,02+0,09 | 4,06 +£0,07 2,09+0,11
TiB * 19,33 3,12+0,08 | 4,09 +0,04 2,03+0,17 | Sejuntan
TiB 30 3,50 3,78+0,26 | 5,88 +0,15 3,23+0,81
TiB 39 0,33 4,63+0,13 | 6,29+0,19 3,47 +0,24
TiB 53 1 individuo 6,00 10,60 4,50 Final

La tasa de crecimiento diario (DGI) hasta el dia 15 de cultivo va aumentando,

excepto en los tanques T2, pero a partir de aqui disminuye hasta que finaliza el cultivo.
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Fig. 33: Daily Growth Index, primera experiencia
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Resumen

Densidad
Fotoperiodo
Temperatura media
Circuito
Renovacion
Alimento

v T1AyT1B

v T2AyT2B

20 paralarvas/L

Natural con malla sombreadora

20,88 + 1,10 °C

Cerrado, recirculacién de agua desde el fondo
Parcial diaria y total semanal

1 art. enrigq./mL + 0,025 zoeas centollo/mL (3 tomas)
0,5 art/mL enriq. Selco + 0,5 art/mL enrig. No

0,5 art/mL enriq. Selco + 0,5 art/mL enriq. Rh

Tabla XXI: Resultados obtenidos en la segunda experiencia

Dias de | Supervivencia Talla (mm)
Tanque PSisd (mg) Obs.
cultivo (%) LMzsd LT+sd
T1A 100 2,46 £0,07 | 3,18+0,10 | 0,35+0,03
TiB 100 2,33+0,03 | 3,23+0,03 | 0,35+0,04
T2A ' 100 2,68+0,15 | 3,38+0,13 | 0,41+0,04
T2B 100 2,68+0,15 | 3,38+0,13 | 0,41+0,04
T1A 64,67 3,02+0,07 | 3,93+0,36 1,38 +0,57
TiB 33,33 2,62+0,34 | 3,48+0,24 1,26 £ 0,48
T2A * 87,83 2,83+0,08 | 3,58+0,13 2,33+0,32
T2B 73,17 3,14+0,10 | 4,73+0,23 2,20+0,10
T1A 10,17 3,16+0,16 | 4,65+0,31 | 2,44+0,08
TiB 0,66 3,43+0,29 | 4,90+0,44 1,80+ 0,15 Final
T2A 30 51,17 3,28+0,23 | 4,49+0,34 | 2,62+0,27
T2B 42,50 3,62+0,04 | 488+0,00 | 2,36+0,56
T1A 2,00 4,53+0,45 | 6,57+0,40 | 3,31+0,45 Final
T2A 40 22,50 3,62+0,08 | 468+0,13 | 3,44+0,40
T2B 14,16 3,75+0,04 | 494+0,06 | 3,64+0,47
T2A 10,83 3,73+0,25 | 5,77+0,25 | 3,92+0,08
T2B >0 4,00 437+047 | 603+0,45 | 4,02+0,17
T2A 1,00 4,43+0,10 | 6,23+0,08 | 4,98+0,77 Final
T2B 8 0,83 4,34+0,17 | 6,23+0,25 | 5,05+0,28 Final
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Fig. 34: Paralarva de 58 dias Fig. 35: Detalle de las ventosas de una paralarva de 58 dias

Observando los resultados de esta experiencia (Tabla XXI), la supervivencia de las
paralarvas ha mejorado con respecto al cultivo anterior, a dia 15 de cultivo se pasa de un
12 % a un 65 % de media, aunque sigue siendo muy baja.

Si comparamos el tipo de enriquecedor utilizado vemos que la supervivencia es
mayor en el tanque con paralarvas alimentadas con Artemia enriquecida con
Rhodomonas sp., aunque la talla y peso seco son muy similares.

Como ocurrié en la experiencia anterior, con 50 dias de cultivo las paralarvas
comienzan a cambiar su comportamiento, la longitud de sus brazos ya representaba el
31,36 % de la longitud total (LT) (Figura 34) frente al 22,62 % tras la eclosién, ademas de
presentar un gran numero de ventosas (Figura35).

En cuanto al peso seco de las paralarvas, los valores a dia 30 son muy similares a
los obtenidos por otros autores, pero tras este periodo la tasa de crecimiento disminuye.
A dia 58 de cultivo es de aproximadamente 5 mg, valor muy inferior al obtenido por
Moxica et al. en 2002 (9,21 mg) y por Carrasco et al. en 2005 (22 mg) donde utilizan una
dieta muy similar.

Observando la tasa de crecimiento diario (DGI) (Figura 36) vemos que, al igual que
en la experiencia anterior, esta aumenta hasta el dia 15 de cultivo en todos los tanques y

a partir de este momento comienza a disminuir hasta que finaliza el cultivo.
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Fig. 36: Daily Growth Index, segunda experiencia

TERCERA EXPERIENCIA:

Resumen

Densidad 20 paralarvas/L

Fotoperiodo Natural con malla sombreadora

Temperatura media 19.56 + 1,15 °C

Circuito Cerrado, recirculacién de agua desde el fondo

Renovacién Parcial diaria y total semanal

Alimento 1 art. enriq.(Selco y Rh)/mL + 0,025 zoeas centollo/mL (3 tomas)

En esta experiencia, como en la anterior, la supervivencia hasta el dia 15 de cultivo
se mantiene en torno al 60%, momento en que comienza a disminuir y el cultivo finaliza
antes de llegar a los 50 dias. Teniendo en cuenta que en esta experiencia todas las
variables son iguales a la anterior, esta diferencia podria explicarse por la variacién en la
temperatura y los cambios en el fotoperiodo, al haberse realizado fuera de los meses de

verano.

En cuanto a talla y peso seco, los resultados no muestran diferencias significativas

con las experiencias previas. Pero si se observa una tasa de crecimiento (DGI) muy

elevada los primeros 30 dias de cultivo (Figura 37).
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Dias de | Supervivencia Talla (mm)
Tanque PSisd (mg) Obs.
cultivo (%) LMztsd LT+sd
1 100 2,33+0,03 | 3,23+0,03 | 0,35+0,04
TA 61,08 2,76 +0,19 | 3,60+0,29 | 0,83 +0,08
15
TB 53,50 2,75+0,17 | 3,53+0,35 | 0,79+0,10
TA 9,00 3,84+0,32 | 541+0,40 | 2,60+0,33
30
TB 7,58 3,55+0,40 | 4,82+0,41 | 2,28+0,23
TA 2,00 3,96+0,05 | 553+0,13 | 2,95+0,18
40
TB 2,42 4,03+0,16 | 5,27+0,16 | 3,15+0,20
TA 1,00 4,26+0,20 | 5,66+0,20 | 3,17 +0,08 Final
46
TB 1,50 4,34+0,31 | 593+0,25 | 3,37+0,28 Final
Tabla XXIII: Resultados obtenidos en la tercera experiencia
Daily Growth Index (DGI)
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Fig. 37: Daily Growyh Index, tercera experiencia
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Segundo grupo de experiencias:

Material y Métodos:

Se diseflaron un grupo de experiencias para realizar de forma paralela a las
detalladas en el epigrafe anterior.

Se utilizé un nuevo sistema de cultivo que consistié en un tanque rectangular
blanco de 1000 L de fibra de poliéster. En él se colocd una barra central en la que se
sujetaban 3 tamices y sus réplicas, con una malla de 300 um en el fondo, delimitando asi
un volumen de 17,5 L. El circuito era abierto y la temperatura de aproximadamente 20 °C.
El fotoperiodo fue natural pero se rebajé la intensidad de luz con una malla sombreadora.
Las diferencias consistieron en el alimento y en la densidad de cultivo, que variaron en

funcién de la experiencia.

El mantenimiento consistié en:

e Retirada diaria de restos y paralarvas muertas mediante sifonado, renovacion
del 20 % del agua de cultivo y aporte de alimento.

e Control de supervivencia, LM, LT y peso seco (de 5 paralarvas, por triplicado,
de cada tanque, durante 24 h a 100 °C) los dias 1y 15 y 30.

* Renovacion total y limpieza del tanque cada 15 dias.
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EXPERIENCIA KRILL:

La experiencia consistio en determinar el efecto del aporte de Krill deshidratado de
la marca SERA (Figura 38), picado hasta un tamafio de particula de 500 um, como complemento

de la dieta habitual. La densidad del cultivo fue de 10 paralarvas/Ly una duracion de 15 dias.
v' T1A y T1B: Artemia viva enriquecida con Selco (1 art/mL) + zoeas de centollo
congeladas (0.01 zoeas/mL)
v' T2Ay T2B: Artemia viva enriquecida con Selco (1 art/mL) + krill picado (1 g)
v" T3A vy T3B: Artemia viva enriquecida con Selco (1 art/mL)

Fig. 38: Krill SERA picado y entero

EXPERIENCIA DENSIDAD:

Se trabajo con 2 densidades de cultivo (10 y 20 paralarvas/L). El alimento consistié

en Artemia viva enriquecida con Selcoy Rh a 0,5 art/mL.

Para todas las experiencias se calculd la tasa de crecimiento diario como Daily

growth index (DGI).

DGI =[( PSf 3= PSi'/®)/ (Tf - Ti)] X 100
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Resumen

Densidad
Fotoperiodo

Temperatura media

Circuito
Renovacion
Alimentos
v T1AyT1B
v T2AyT2B
v T3AyT3B

10 paralarvas/L

Natural con malla sombreadora

19,12 +0,87 °C

Abierto, recirculacién de agua desde el fondo
Parcial diaria

1 art. viva enrig./mL + 0,01 zoeas centollo/mL
1 art. viva enrig./mL + krill picado (1 g)
1 art. viva enrig./mL

Tabla XXIV: Resultados obtenidos con el aporte de krill como complemento

Dias de | Supervivencia Talla (mm)
Tanque PStsd (mg) Obs.
cultivo (%) LMzsd LTxsd
1 100 2,45+0,07 | 3,26+0,04 | 0,38+0,03
T1A 16,00 3,14+0,33 | 4,23+0,35 2,10+0,10 Final
TiB 9,71 3,17+0,34 | 4,51+0,20 1,93+0,72 Final
T2A 42,29 3,17+0,20 | 4,26 +0,24 1,73 £0,05 Final
T2B * 22,86 2,92+0,14 | 3,66+0,12 1,70+£0,12 Final
T3A 44,00 3,03+0,06 | 4,46 £0,07 1,94+0,18 Final
T3B 45,14 2,95+0,09 | 415+0,29 1,97 £ 0,05 Final

En general la tasa de crecimiento es buena aunque no podemos decir que el

aporte de krill haya repercutido en el crecimiento y supervivencia, aunque su

aceptabilidad fue buena.
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Fig. 39: Daily Growth Index, experiencia krill

DENSIDAD:
Resumen
Densidad
v T1AyT1B 10 paralarvas/L
v T2AyT2B 20 paralarvas/L

Natural con malla sombreadora
20,77 £0,63°C

Fotoperiodo
Temperatura media

Circuito Abierto, recirculacién de agua desde el fondo
Renovacion Parcial diaria
Alimento 0,5 art. viva enriq. Selco/mL + 0,5 art. viva enriq. Rh/mL

Tabla XXV: Resultados obtenidos variando la densidad

Dias de | Supervivencia Talla (mm)
Tanque PSisd (mg) Obs.
cultivo (%) LMzsd LT+sd
1 100 2,43+0,09 | 3,28+0,14 | 0,40+0,02
T1A 58,86 2,17+0,29 | 2,97+0,38 1,63 +0,26
T1B 74,14 2,18+0,32 | 3,17+0,72 | 1,61+0,23
T2A * 47,43 2,62+0,13 | 3,45+0,40 1,35+0,13
T2B 32,00 2,50+0,50 | 3,53+0,50 1,32+0,25
T1A 19,42 2,92+0,29 | 425+0,66 | 2,75+0,06 Final
TiB 14,28 3,18+0,29 | 4,58 +£0,29 2,97 +0,37 Final
T2A 30 36,00 2,95+0,15 | 430+0,20 | 2,61+0,32 Final
T2B 22,29 2,75+0,22 | 3,87+0,34 | 2,21+0,31 Final
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Al igual que en la experiencia anterior los resultados son muy positivos en cuanto
a supervivencia y crecimiento (Tabla XXV). Ademas la tasa de crecimiento coincide con las
experiencias pertenecientes al otro grupo, donde aumentaba hasta el dia 15 de cultivo
(Figura 40). Con la disminucién de la densidad se mejoran ligeramente los datos de

supervivencia y crecimiento.
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Fig. 40: Daily Growth Index, experiencia densidad
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Linea 2.1 Requerimientos nutritivos del pulpo de roca

v" OBJETIVOS: Avanzar en el conocimiento general de los requerimientos de proteina
y aminoacidos, de lipidos totales, clases de lipidos y acidos grasos, y de minerales

especificos en el pulpo de roca.
Material y Métodos:

En el mes de junio de 2012 se estabularon en el Centro 18 pulpos (Octopus
vulgaris) con el fin de llevar a cabo una experiencia de engorde con un pienso
desarrollado por el Instituto Murciano de Investigacidn y Desarrollo Agrario y Alimentario
(IMIDA).

Los ejemplares, con un peso de 1 Kg aproximadamente, procedian de pesquerias
locales (Tapia de Casariego). A su llegada al Centro se estabularon en una piscina de 35 m?
compartimentada, donde previamente se habian colocado tubos de PVC, a modo de
refugios (Figura 41). El circuito era abierto y la renovacién de agua fue de 20 m*/hora.

Se seleccionaron exclusivamente los machos para evitar competencia y mermas
de crecimiento, en el caso de las hembras durante la maduracion sexual y puesta.

Se ensayaron, por triplicado, dos tipos de dieta, pienso experimental y dieta natural, 3

lotes de 3 ejemplares por cada tipo de dieta.

Tabla XXVI: Distribucién de subadultos de pulpo en lotes segln su peso

Dieta natural Dieta pienso
Peso (g) Peso (g)
Lote 1 1.110 990
1.055 920
920 870
Lote 2 915 915
815 895
730 865
Lote 3 1.400 1.080
955 950
930 935
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La dieta natural consistié en alternar Lirio (Micromesistius poutassou), Sardina (Sardina
pilchardus), cangrejos vivos (Carcinus maenas) y mejillones vivos (Mytilus edulis). Los ingredientes
del pienso eran huevina, gelatina, almidén de patata y aminodcidos.

La pauta de alimentacion seguida durante la experiencia se describe en la tabla
XXVIl y consistid en suministrar el alimento 5 dias a la semana, dejandolos dos dias en

ayuno para evitar el rechazo de la monodieta de pienso.

Tabla XXVII: Pauta de alimentacidn seguida durante la experiencia de engorde

Dieta natural Dieta pienso

Lunes Lirio Pienso
Martes Cangrejo Pienso
Miércoles X X

Jueves Sardina Pienso
Viernes Cangrejo Pienso
Sabado X X

Domingo Mejillones Pienso

Diariamente, previo a la alimentacién, se retiraron los restos de alimento del dia anterior y se

determind la cantidad de alimento no ingerido. Para los restos de pienso no ingerido, se

calculé un factor de conversion para eliminar el error por absorcidn de agua. El factor de

conversidn quedo definido como:

Y=1,3677X+4,1604 — X=Y-4,1604/1,3677 R*=0,9961
Para la determinacion de la tasa de crecimiento especifico (G), el incremento

medio diario en peso (AP), el indice de conversion (IC) y la eficiencia (E) se utilizaron las
siguientes formulas:

G (%) =[ (Ln peso medio final — Ln peso medio inicial)/ dias de cultivo] X 100

AP (g/dia) = (Peso medio final — Peso medio inicial)/ dias de cultivo

IC = [Peso alimento ingerido/ (Peso final — Peso inicial)]

E (%) = (Peso ganado/ alimento suministrado) X 100
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La experiencia llevada a cabo tuvo una duracion de 2 meses, durante los meses de

julio y agosto, los resultados obtenidos se detallan en las tablas XXVIII y XXIX.

Tabla XXVIII: Resultados obtenidos durante el primer mes de engorde

Dieta natural

Dieta pienso

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 1 Lote 2 Lote 3
Fecha inicio 29/06/12 29/06/12 29/06/12 29/06/12 29/06/12 29/06/12
Fecha final 30/07/12 30/07/12 30/07/12 30/07/12 30/07/12 30/07/12
Dias de cultivo 31 31 31 31 31 31
T2 media (°C) £ sd 19,21+0,46 19,21+0,46 | 19,21+0,46 | 19,21+0,46 | 19,21+0,46 | 19,21%0,46
S %0 media * sd 33,76+0,64 | 33,76+0,64 | 33,76%0,64 | 33,76x0,64 | 33,76x0,64 | 33,76+0,64
N2 ejem inicio 3 3 3 3 3 3
N2 ejem final 2 3 3 3 3 3
Biom.tot.inicio (Kg) 3,085 2,460 3,285 2,780 2,675 2,965
Dens.inicio(ejem/m3) 0,51 0,51 0,51 0,51 0,51 0,51
Carga inicio (Kg/ m>) 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18
Rango de pesos (Kg) | 0,920-1,110 | 0,730-0,915 | 0,930-1,400 | 0,870-0,990 | 0,865-0,915 | 0,935-1,080
Pm inicio (Kg) 1,028 0,820 1,095 0,927 0,892 0,988
Desviacidn tipica 0,098 0,093 0,264 0,060 0,025 0,080
G (%) 1,309 0,822 1,329 0,357 -0,623 0,277
G media (%) £ sd 1,153 £ 0,287 0,004 + 0,544
AP (g/dia) 16,613 7,677 1,800 3,484 -5,065 2,871
AP media (g/dia) + sd 14,097 + 5,602 0,430+ 4,768
IC 13,294 29,626 15,290 7,468 -0,760 6,620
IC media * sd 19,403 + 8,909 4,443 + 4,525
E (%) 6,983 2,900 6,540 2,969 -4,396 2,441
E media (%) £ sd 5,474 2,241 0,338 +4,108
Mortalidad (%) 33,33 0 0 0 0 0
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Tabla XXIX: Resultados obtenidos durante el segundo mes de engorde
Dieta natural Dieta pienso

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 1 Lote 2 Lote 3
Fecha inicio 30/07/12 30/07/12 30/07/12 30/07/12 30/07/12 30/07/12
Fecha final 24/08/12 24/08/12 24/08/12 24/08/12 24/08/12 24/08/12
Dias de cultivo 25 25 25 25 25 25
T2 media (°C) £ sd 20,50+0,73 | 20,50+0,73 | 20,50+0,73 | 20,50+0,73 | 20,50+0,73 | 20,50+0,73
S %0 media £ sd 34,24+0,28 | 34,24+0,28 | 34,24+0,28 | 34,24+0,28 | 34,24+0,28 | 34,24%0,28
N2 ejem. inicio 2 3 3 3 3 3
N2 ejem. final 1 1 3 3 0 2
Biom.tot.inicio (Kg) 3,085 3,175 4,960 3,105 2,205 3,230
Dens.inicio(ejem/m?) 0,340 0,510 0,510 0,510 0,510 0,510
Carga inicio (Kg/ m®) 0,530 0,540 0,850 0,530 0,380 0,550
Rango de pesos (Kg) | 1,490-1,595 | 0,815-1,325 | 1,460-1,870 | 0,980-1,095 | 0,660-0,810 | 0,895-1,210
Pm inicio (Kg) 1,543 1,058 1,653 1,035 0,735 1,077
Desviacion tipica 0,074 0,256 0,206 0,058 0,075 0,163
G (%) 0,948 2,645 0,807 0,490 0,890
G media (%) £ sd 1,467 £1,023 0,690 0,283
AP (g/dia) 16,480 39,680 14,800 5,400 10,720
AP media (g/dia) tsd 23,653 £ 13,905 5,373 £5,360
IC 7,124 3,465 14,959 4,926 2,027
IC media £ sd 8,516 + 5,872 3,477 £ 2,050
E (%) 14,037 28,862 6,685 6,934 15,36
E media (%) £ sd 16,528 + 11,297 11,147 £ 5,958
Mortalidad (%) 50,00 66,66 0 0 100,00 33,33

Alimentacion:

Durante la experiencia se observd que los pulpos alimentados con dieta natural

ingerian el alimento sin problemas, mientras que con el pienso se mostraban reticentes a

aceptar el alimento, teniendo que suministrarselo uno a uno para facilitar el contacto y

asegurarnos de que comenzaban a comérselo (Figura 41 y 42). En algunos casos era

rechazado después de morderlo.
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Fig. 40: Piscina de estabulacion

Fig. 42: Pulpo comiendo pienso Fig. 43: Pienso con marcas de haber sido comido.

Con la dieta natural se observo que el alimento mas aceptado fue el cangrejo vivo,
que los ingerian de inmediato succionando la carne y dejando intacto el exoesqueleto. El
pescado congelado fue rechazado en algunas ocasiones. La composicion detallada de la

dieta natural esta representada en la figura 44.

Dieta natural

W Pescado M Cangrejo ™ Mejillon

14%

Fig. 44: Composicion detallada de la dieta natural

En la figura 45 se muestra el indice de conversién del alimento para cada tipo de

dieta y en funcién de los dias. Este indice, en ambos casos, disminuyd el segundo mes.
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Esto podria ser debido a que la cantidad del alimento ingerido también disminuyé. La
diferencia entre los indices de conversidon de cada dieta estaria relacionada con la calidad

y aceptabilidad de la misma, ya que el pienso era rechazado por algunos de los

ejemplares.

Dieta pienso

Fig. 45: indice de conversién del alimento (IC)

La eficiencia de conversion del alimento aumentd progresivamente (Figura 46),
esto fue debido a que, aunque disminuyé la cantidad de alimento ingerida, los ejemplares
siguieron ganando peso. La eficiencia fue mayor para el caso de la dieta natural,

aproximandose al 18%.

~[-Dieta pienso

Fig.46: Eficiencia del alimento (E)
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Crecimiento:

En la figura 47 se representa la evolucidén del crecimiento en peso fresco de los
ejemplares. En el caso de la dieta natural, el primer mes, de un peso fresco medio de
0,981 Kg se alcanza un peso medio final de 1,418 Kg. Esto supone un incremento medio
en peso (AP) de 14,097 g/dia (Figura 48) y una tasa de crecimiento especifico (G) (Figura
49) de 1,153 %. Durante el segundo mes, los ejemplares llegan a alcanzar los 2 Kg, por lo
gue el incremento medio en peso (AP) aumentd a 23,653 g/dia (Figura 48) y la tasa de
crecimiento especifico (G) (Figura 49) a 1,467 %.

En el caso de la dieta pienso, todos los valores son inferiores a los obtenidos con la
dieta natural durante la experiencia. Si observamos la ecuacién del crecimiento en peso,
vemos que la funcién no se aproxima a un tipo de crecimiento exponencial como ocurre
con la dieta natural.

Los valores de crecimiento obtenidos con la dieta natural son inferiores a los
obtenidos en otras experiencias realizadas en el Centro. En el afio 1999 se llevd a cabo
una experiencia de engorde en la misma piscina y con variables similares, en la que se
ensayd una dieta mixta natural, y el incremento medio de peso obtenido fue de 27,8
g/dia, frente a los 18,875 g/dia obtenidos de media en este experiencia. Posteriormente,
en 2003 otra experiencia de engorde en jaula se obtuvieron unos resultados de
incremento medio de peso diario de 33,18 g/dia, con el mismo tipo de dieta y una carga
superior. Si comparamos el crecimiento especifico (G) vemos que se aproxima al valor
obtenido en una experiencia con monodieta de lirio realizada en el 2009, en donde se

obtiene un valor de 1,41%
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DNy = 687,73e03%x
RZ=0,9997

/

DPy = 771,930.1478x
R?=0,7858

ieta pienso

Fig. 47: Ecuacidn de crecimiento en peso fresco

Fig. 48: Variacion en peso (AP)

Dieta pienso

Fig. 49: Tasa instantanea de crecimiento (G)
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Mortalidad:

En la figura 50 se aprecia el incremento de la mortalidad en los dos meses que
durd la experiencia. Se produjeron un total de 8 bajas, concentradas en su mayoria en el
segundo mes. Cabe destacar que la mortalidad acumulada final fue la misma para ambas
dietas (44,44 %). La mayor parte de estas bajas fueron causadas por canibalismo. Se
observd también que algunos ejemplares presentaban pequefios desgarros de la
epidermis a nivel de la cabeza. Estas heridas podrian haberse producido por peleas o por
golpes contra las paredes debidos al estrés.

La alta mortalidad registrada, a pesar de la baja densidad de estabulacién, estaria
asociada a la pauta de alimentacién de 2 dias de ayuno a la semana y a las deficiencias
nutricionales del pienso, lo que se tradujo en una baja tasa de crecimiento y en ataques

de canibalismo, en ambos casos.

ieta natural

1 Dieta pienso

Acumulada
==0==Dieta natural

<= Dieta pienso

Fig. 50: Mortalidad
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Conclusiones

= La relacidn entre temperatura y duracion del desarrollo embrionario nos
permite escalonar las eclosiones y asi asegurarnos un aprovisionamiento
constante de paralarvas.

. Las hembras con puesta son capaces de adoptar otra y llevar a cabo la
eclosién de los huevos de ambas puestas.

. El empleo de Artemia enriquecida con productos comerciales y las
microalgas Nannochloropsis oculata y Rhodomonas sp. y zoeas de centollo
congeladas, mejoran la supervivencia y crecimiento de las paralarvas aunque no
satisface los requerimientos nutricionales minimos para superar la fase
planctdnica.

. El disefio de sistemas de cultivo de facil mantenimiento y que favorezcan la
suspensidn del alimento inerte en el tanque, reduciria el estrés de las paralarvas y
simplificaria los cultivos auxiliares y por tanto los cultivos de paralarvas.

. Los piensos testados ofrecieron una mejora en cuanto a su aceptabilidad
por parte del pulpo, sin embargo no aportan los requerimientos nutritivos
suficientes para llevar a cabo un éptimo proceso de engorde.
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Nutricién y alimentacion de paralarvas y subadultos de
pulpo de roca (Octopus vulgaris).

Subproyecto paralarvas

Linea 1.1 Acondicionamiento de reproductores y obtencion de puestas viables.

Objetivo: Obtencion de un numero suficiente de paralarvas para llevar a
cabo los distintos ensayos cultivo que se plantean en las Lineas 1.2, 1.3,
1.4y 1.5.

Actividades:

Tarea 1.1.1.

2010

Para la captura de pulpo sea procedido al uso de nasas, con personal del
laboratorio. Esta actividad se ha iniciado en septiembre, calandose de
lunes a viernes. Se ha conseguido la captura de ejemplares de pesos
comprendidos entre 650 y 1200 gr, con un predominio de machos.

Debido a que el rendimiento de las nasas no ha sido bueno, se procedio
posteriormente al embarque en un arrastrero. Se ha obtenido asi un stock
de reproductores, con un peso aproximado de 350.

El stock de reproductores se mantiene en un tanque rectangular de 10 tn,
lleno hasta la mitad de su altura, cubierto con tela sombreadora. En el
interior se han dispuesto refugios de 90 mm de diametro fabricados con
tubo de PVC y unidos mediante una varilla de acero inoxidable para evitar
gue floten. Se alimentan con una dieta compuesta de mejillén, pescado
(sardina, alacha vy jurel) y gamba o cangrejo.

Los reproductores de mayor tamafio se mantienen en tanques circulares de
una tonelada, con refugios de PVC de 250 mm de didmetro, cubiertos con
tela sombreadora y alimentados con la misma dieta.

2011

Durante el aflo 2011 se ha procedido por una parte al mantenimiento del
stock de reproductores obtenido el afio 2010 y a la captura de nuevos
ejemplares con vistas disponer de un stock de reproductores para las
experiencias de cultivo del afio 2012.

El stock del afio 2010 se obtuvo mediante captura por una embarcacion de
arrastre en las cercanias a la isla Dragonera. Una vez sacados del copo, se
introdujeron en un balde y se transportaron al Laboratorio de
Investigaciones Marinas y Acuicultura, donde se estabularon en un tanque
de 10 m® al 50% de su capacidad, con una renovacién de 40 I/m y sin
aireacion, cubierto por una tela sombreadora durante los primeros dias.
Posteriormente, se colocé una tapa de plastico rigido traslicido y la misma
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tela sombreadora. En el interior del tanque se dispusieron refugios
elaborados con tubos de PVC rigido, de 20 cm de didmetro, que se
sustituyeron por otros, de 50 cm de diametro para adaptarlos al tamafio de
los pulpos. A la semana, se muestrearon y se marcaron con una marca tipo
T-anchor para identificarlos. La marca la perdieron a los pocos dias. El
peso medio fue de unos 350 gr.

De los 21 ejemplares obtenidos, 3 murieron durante los primeros dias por
las heridas y el stress sufrido durante la captura y transporte. Durante el
periodo de estabulacidon el nUmero de pulpos se redujo a 10, por peleas y
escapes.

También se obtuvieron pulpos mediante nasas y pulperas dispuestas en el
muelle del laboratorio. Se obtuvieron 6 machos, que se devolvieron al mar
y una hembra de 1,540 kg que se estabulé en un tanque de 1 m3, que se
cubrié de manera similar al tanque de 10 m3.

La alimentacion consistio en boga, jurel, alacha, caramel, mejillén, gamba y
cangrejo, aproximadamente un 5% del peso de los ejemplares.

Las tareas diarias realizadas fueron:

e Control de la temperatura de los tanques,
e Limpieza de restos y sifonado,

e Control de bajas,

e Revisidn de refugios.

El 10 de junio se muestrearon y se devolvieron los machos al mar. Una de
las hembras falleci6 como consecuencia del traslado a un tanque de 1 m3
(por escape).

A patrtir del 10 de junio de 2011, se afiadieron a las tareas diarias:

Control de puestas y aislamiento de hembras con puesta en tanques de
120 | tapados y con renovacion de agua de 20 I/min,.

Recogida de las puestas diariamente. Las paralarvas se sacaron del
tanque de incubacion manualmente, con jarras de 2 |. para evitarles dafos.

Resultados:

De las 4 hembras, solo se obtuvieron 2 puestas viables. De la tercera, la
puesta no llegd a eclosionar y la cuarta no llego realizar la puesta y fallecié
a principios de agosto.
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Figura 1. Tanque de 10 m3, de 1m3)y detalle de un refugio.

Los resultados se resumen en la tabla I.

Hembra H1 H2 H3 H4
Aislamiento 10/6/2011 17/6/2011  21/6/2011 11/7/2011
Peso (gr.) 3.800 1.300 2.700 1.700
Inicio eclosién 4/7/2011  11/7/2011  No eclosionan ~ No pone
Duracion eclosion (dias) 12 9 — —

T* media 23,51 23,78 23,89 24.07

N paralarvas 303.500 143.290 -—-- -—--

Peso seco paralarvas (mg) 0,355 0,352 --- -

LM (mm) paralarvas 2,201 1,965 --- —-

0 0,09608 0,10764 -—- —

Tabla I. Datos de las hembras y puestas.

Obtencion del stock de reproductores para el cultivo de 2012.

Desde el final de las experiencias de cultivo del afio 2011 se ha procedido
a la captura de pulpos del medio. Para ello se han realizado inmersiones en
apnea para capturar pulpos a mano y se han calado nasas en el muelle del
laboratorio.

2012

Entre octubre del 2011 y marzo del 2012 se capturaron y estabularon un
total de 10 ejemplares, de los cuales 9 eran hembras y 1 macho. Algunas
hembras ya venian fecundadas del mar ya que se capturaron durante su
época de reproduccion.

Una vez en el laboratorio se pesaban y determinaba el sexo de éstos.
Mientras son pequefios se separan en tanques distintos segun el tamafio y
el sexo ya que en ocasiones se han observado peleas y canibalismo.
Posteriormente se introducen en un tanque rectangular de 10 toneladas, en
circuito abierto (40 L min-1), lleno hasta la mitad de su altura, cubierto con
tela sombreadora y a temperatura ambiente. En su interior se disponen
refugios de ladrillo o de tubos de PVC de 25cm de diametro, en donde los
pulpos pueden fijar sus puestas. Se alimentaron diariamente a base de
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mejillon, pescado, gambas y cangrejos congelados, en una cantidad
aproximadamente el 5% del peso del animal.

Las tareas diarias que se llevan a cabo eran:

e Control de los parametros fisico-quimicos de los tanques.

e Retirada de los restos de alimento y limpieza del fondo mediante
sifonado.

e Aporte de alimento.

e Revision de refugios, control de puestas y aislamiento de las
hembras con puesta en otro tanque.

Seis hembras realizaron puesta y fueron aisladas en tanques diferentes
tapados con tela sombreadora y mantenidas en ayuno. En la tabla Il se
presentan las caracteristicas de éstas.

Hembra H1 H2 H3 H4 H5 Ho6
Inicio puesta (fecha) 30/04 30/04 11/06 14/06 19/06 04/07
Eclosién (si/no) sf sf s no sf no
Inicio eclosion (fecha) 01/06 01/06 10/07 - 18/07 -
Desarrollo embrionario (dias) 32 32 30 - 30 -
Duracién eclosion (dias) 20 20 13 - 11 -
N° total paralarvas 30850 140808 398520 - 93080 -

Tabla Il. Caracteristicas de las seis puestas de pulpo que se obtuvieron en el afio 2012.

e W I

Fig. 2. Puesta de pulpo fijada a un tubo de PVC. Fig. 3. Detalle de dos racimos en los que se
observan los huevos
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De estas 6 puestas, s6lo 4 han llegado a eclosionar (las de las hembras
H1, H2, H3 y H5). Las otras dos no, debido al fallecimiento de las madres.
La duraciéon de la eclosion fue de entre 11 y 20 dias. La cantidad de
paralarvas varié bastante de unas eclosiones a otras, con un minimo de
30.850 y un maximo de 398.520.

La duracién del desarrollo embrionario en todas las puestas es de
aproximadamente 30 dias debido a las altas temperaturas del agua en la
época de la puesta (22-24°C). Durante este tiempo los huevos de pulpo
han pasado por varias fases de desarrollo (Figuras 6 a 9).

s — S

\ 'o;ﬂyA yw@#\ﬂ.' ".14
A

un.‘ .J.\-- —

Fig. 4. Eclosién masiva de paralarvas. Al fondo se Fig. 5. Paralarvas recién eclosionadas
observa la madre

Fig. 6: Embridn de un dia. Fig.7: 15. Huevo en una etapa intermedia. Estadio X-
XII.
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Fig. 8: Huevo en estadio XV-XVI. Se observa el vitelo  Fig. 9. Huevos en un estadio avanzado: XVIII. El vitelo
frente a la boca. se ha reducido.

Las puestas de las hembras H1 y H2 no se utilizaron para el cultivo larvario. La puesta de
la H1 fue reducida y la de la H2 se solap6 con la de la H5. Las eclosiones de las de la
hembras H3 y H5 fueron numerosas y las paralarvas se usaron en las distintas pruebas de
cultivo larvario. En la tabla 111 se resumen las caracteristicas de las puesta.

Hembra H3 H5
Inicio puesta 11/06/2012 19/06/2012
Inicio eclosion 10/07/2012 18/07/2012
Desarrollo embrionario (dias) 30 30
T* media (°C) 248+ 14 246+ 14
Salinidad (%o0) 37 37
Duracién de la eclosion (dias) 13 11
Final de la eclosién 22/07/2012 28/07/2012
Muerte hembra 30/07/2012 25/06/2012
(Adoptiva: 01/08/2012)
N° total de paralarvas 398.520 93.080

Longitud del manto a dia 0 (mm)
Peso humedo paralarvas a dia 0 (mg) 1,7810 £ 0,0945

Peso seco paralarvas a dia 0 (mg) 0,2632 £ 0,0058

1854,61 + 79,30

1860,51 + 58,12
1,6002 +0,2510
0,2052 + 0,0321

Tabla Ill. Caracteristicas de las dos hembras que se usaron para las experiencias, de sus puestas y de las

paralarvas resultantes.
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Una de las hembras, la H5, que inicié su puesta el 19 de junio, muri6é a los 6
dias por causas desconocidas. Los huevos quedaron sin proteccion y se opto
por utilizar a otra hembra (H1) como madre adoptiva cuya puesta ya habia
acabado de eclosionar. La aceptacion de la nueva puesta fue casi
instantanea. La hembra se encargd de su cuidado y limpieza desde el 25 de
junio hasta el 1 de agosto, dia en el que murid.

Una vez que la hembra fallecio, el cilindro con las puestas se aislé en un
tanque de 250 L, colocando un difusor de aire en el fondo del refugio con
poco caudal de aire, para que se oxigenen los racimos de huevos y al mismo
tiempo se hace incidir un chorro de agua de mar limpia y filtrada a 100 um. De
esta manera se consiguid que aproximadamente eclosionasen algo mas de
4000 paralarvas, quedando bastantes huevos sin eclosionar.

Objetivo: Aplicacion de sistemas de cultivo de mesocosmos para la produccion
de juveniles de pulpo.
Tarea 1.2.3 Cultivo Larvario de pulpo en sistema mesocosmos con filosofia
extensiva e intensiva en Baleares.

2011

Se realiz6 una prueba preliminar del funcionamiento del mesocosmos a
principios de mayo, obteniéndose un boom de fitoplancton en unos 15 dias.
En ese momento, se afiadido 10 millones de nauplios y se mantuvo en estas
condiciones hasta el dia 10 de junio, en que se detecto la primera puesta.

El 20 de junio preparé el tanque exterior, con unos 40 m® de agua para el
cultivo de paralarvas en un mesocosmos.

La preparacion consistid en el vaciado del tanque, seguido de una limpieza
con agua a presion y posterior rellenado con agua cruda. Una vez llenado el
tanque, se colocaron aireadores en el fondo y se fertilizo6 el tanque con 200 gr
de nitrogeno y 20 gr de fosforo.

A los 15 dias, se afadieron 20 millones de nauplios recién eclosionados de
artemia. Durante los 5 dias siguientes se afiadieron 10 millones mas diarios.
La densidad de artemia fue de 1/ml antes de la siembra de paralarvas.

Se sembraron 86700 paralarvas entre los dias 7 y 10 de julio (2,2
paralarvas/l). Se controlaron los siguientes parametros: Temperatura, pH, 02,
salinidad, clorofilas y amonio.

La temperatura media fue de 26,07+0,6614 °C, el pH medio de 8,23+0,1222,
la concentracion media de O, de 5,98+0,2700 ppm Yy la salinidad media de
37,4+0,2988%.. EI amonio se midid con un kit y se mantuvo por debajo de
0,25 mg/l hasta el 4 de agosto, momento en que se abre el circuito y se
renovo el 10% diario del volumen (Fig. 10).
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Cada dia se comprobaba la presencia de larvas. A partir del dia 7 no se
observan larvas, pero se mantiene el mesocosmos como fuente de artemia
para los tanques de cultivo intensivo.

SECRETARIA GENERAL
DE PESCA MARITIMA
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Fig. 10. Parametros ambientales del mesocosmos. Las barras indican el dia de siembra de las paralarvas y
el nimero de paralarvas introducidas.

2012

NUTRIPULPO

Para la obtencion de un afloramiento de zooplancton natural se llenaron dos
tanques con agua de mar sin filtrar: uno situado en el exterior del laboratorio,
de 60 m® y otro en el interior, de 5 m* (Figs. 11 y 12). La iluminacién del
tanque exterior era natural y la del tanque interior mediante fluorescentes a
una intensidad de 800 luxes con fotoperiodo de 24 horas de luz. La
renovacion del agua era de un 10% diaria. Se fertilizd el medio afiadiendo
abono (Abono Azul Universal NovaTec, Compo) a una concentracion de 80
g-m?, para provocar un boom de fitoplancton y zooplancton.

No se realiz6 ningdn seguimiento, excepto varios test de amonio para
comprobar los niveles de este ion en el agua. En alguna ocasion se aporto a
los tanques Artemia de 5 dias enriquecida. Se afiadieron paralarvas recién
eclosionadas durante varios dias dependiendo de las eclosiones obtenidas.
En total, en el tanque exterior se sembraron 289.672 paralarvas y en el
tanque interior 46.266 especimenes.
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Figs. 11y 12. Tanques interior y exterior donde se realizaron las experiencias de mesocosmos.

En ambos tanques se observd una mortalidad total a los pocos dias después
de cada siembra. Las causas de esta mortalidad son desconocidas,

Linea 1.3. Sistema de cultivo de paralarvas utilizando como presas artemia
enriquecida con fitoplancton y enriquecedores..

Objetivo: Obtencion de juveniles de pulpo empleando como alimento Artemia
nutricionalmente enriquecida.
Tarea 1.3.1. Engorde de Artemia a tallas adaptadas a la paralarva.

2010
Se han realizado pruebas de produccion de artemia (INVE EG) a una
densidad de 150 artemias/ml, siguiendo el protocolo del proyecto.

Como alimento de las artemias se ha usado “red pepper’ a una concentracion
de 0,4 g/l o Nannocloroposis (Phytobloom) a 1gr/100l. En ambos casos la
supervivencia ha sido similar, entre el 85 y el 90 % hasta el dia 7, muriendo
toda la artemia entre los dias 8 y 9.

2011
El engorde de artemia se realiz6 siguiendo el siguiente protocolo:

1. Lavar, desinfectar, llenar tanque de eclosion (troncoconico, 100 I) con agua
de mar filtrada a 100 u, poner resistencia a 28°C y afadir 2,3 ml de lejia
(dia anterior).

Desinfectar cistes (4.6 ml lejia + 4 | agua mar + cistes+ aire +20’).

Lavado de cistes (agua salada, 10 minutos).

Neutralizar con tiosulfato sodico el agua del eclosionador (8 ml).

Anadir al eclosionador el acondicionador Inve (Ace Sanocare, dosis 40
ml/100I)

Sembrar cistes: densidad siembra hasta 2 g /l agua (poner 2 aireadores).
Dia siguiente (24h eclosion)--tapar---poner linterna---esperar 15’--- purgar
cistes---cosechar nauplios---esperar 15’---terminar cosechar.

abrwn

No
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8. Lavar muy bien (10’ agua salada+ 5’ agua dulce).
9. Contaje, ajustar n°® de nauplios y sembrarlos en tanque cilindrico en 250 |
con aireacion (2 aireadores).
10.Cada dia:
a. Medir temperatura, O, disuelto, contaje de artemia
b. Medir artemia
c. Afadir 1 gr de tetraselmis liofilizada y 2 ml de phytobloom
(nanocloropsis).

Los resultados del engorde a alta densidad dieron como resultado elevadas
mortalidades (ver tabla IV y fig. 13), especialmente cuando la temperatura era
mas elevada. Se optdé también por no renovar los tanques cada dia, porque
aumentaba la mortalidad.

250

200
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100

50

Engorde artemia 282C Engorde artemia 252C
1000 250 1000
\ P
900 % 900
800 —— / — 200 800 l)(/ e
700 700 - /
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Fig. 13: Resultados de las diferentes pruebas de engorde. Las lineas rojas corresponden al n° de individuos y
las verdes a las tallas. Los tamafios a los 4 dias son menores a 202, pero la supervivencia mayor.

En vista de los resultados, se decidid realizar los engordes a temperatura
ambiente, que con un crecimiento algo inferior, proporciona suficientes
metanauplius para realizar el enriquecimiento posterior.
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28°C 25°C T2 ambiente (20-22°C)

% supervivencia dia 4 % supervivencia dia 4 % supervivencia dia 4
maxima media minima maxima media minima maxima Media minima
35,29% 15,14% 5,88% 35,29% 17,38% 6,36% 60,14% 50,92% 42,62%

Talla media dia 4 Talla media dia 4 Talla media dia 4
maxima media minima maxima media minima maxima Media minima
945 835 968,86 916,42 833,5 957,37 923,71 904,25

% supervivencia dia 5 % supervivencia dia 5 % supervivencia dia 5
maxima media minima maxima media minima maxima Media minima
3,92% 2,90% 1,71% 3,92% 2,86% 27,27% 19,23% 15,48%

Talla media dia 5 Talla media dia 5 Talla media dia 5
maxima media minima maxima media minima maxima Media minima
943 888.,4 980,54 966,23 942,6 924.,6 902,39

Tabla IV: Resultados del engorde de artemia a diferentes temperaturas. La medicion se realiza con una lupa
Olympus acoplada a un sistema de andlisis de imagen

2012

Se utilizé el protocolo establecido el afio anterior. Sélo se modificé la dieta que se
proporcionaba, en concreto, se aportaba cada dia como alimento, 0,03 g/l de
levadura y 0,019/l del enriqguecedor Ori-green. De esta manera se obtenia la talla
deseada (1.000+70 um) a los 5 dias de cultivo.

2011

Se ha usado el enriquecedor red-pepper de Bernaqua. (Ficha en anexo).

2012

Se ha usado el enriquecedor Ori-Green de Skretting. Ori-Green es un producto
concentrado en polvo, basado en algas naturales, proteinas, fosfolipidos y aceites
marinos, rico en acidos grasos altamente insaturados (HUFA).

2011

El protocolo seguido para el enriqguecimiento fue el siguiente:

1. Recogida de los metanauplius.
2. Lavado de 10 minutos con agua de mar y 5 minutos con agua dulce.
3. Siembra en tanque cilindrico de 200 | para enriquecimiento

NUTRIPULPO
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Enriquecimiento con red pepper. (24 horas, 0,6 gr/l), a alta densidad
Recogida de metanauplius enriquecidos.

Lavado de 10 minutos con agua de mar y 5 minutos con agua dulce.
Tratamiento con OXAQUA, 80 ml en 10 litros, con aireacion.

Lavado de 10 minutos con agua de mar y 5 minutos con agua dulce.

4.
5.
6.
7.
8.

Los metanauplius obtenidos se han usado en la alimentacién del cultivo larvario.

Linea 1.5. Cultivo semi-extensivo de paralarvas utilizando zooplancton capturado
en el medio, misiddceos cultivados y zoeas de crustdceos, vivas o congeladas.

Tarea 1.5.6. Obtencion de zoeas de decdpodos.

2011

No se ha realizado en 2011.

2012

No se ha ejecutado debido a las restricciones presupuestarias.

Tarea 1.5.7. Obtencion de zooplancton del medio natural.

No se ha realizado en 2011
2012

No se ha ejecutado debido a las restricciones presupuestarias.

Tarea 1.5.8. Otras dietas vivas alternativas.

2011

No se ha realizado en 2011.

2012

No se ha ejecutado debido a las restricciones presupuestarias.

Tarea 1.5.9. Cultivo de paralarvas.

2011
Para el cultivo de paralarvas se siguio el protocolo basico establecido, excepto en
las resiembras:
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Densidad inicial 10-20 paralarvas por litro
lluminacién 200-300 lux, fotoperiodo 12 h luz- 12 h oscuridad.
Recogida de muestras dias 0, 15y 30.

P wDdPRE

Alimentacion:
e dia 1 a 15 nauplios recién eclosionados (0,5/1)

e 15 en adelante: metanauplius de 4 dias enriquecidos.

Las hembras con puesta se separaron en tanques de 120 |, en oscuridad y con
una renovacion de 20 I/min. Aproximadamente, a los 25 dias empez0 la eclosion.
Las paralarvas se retiraban con sumo cuidado del tanque donde habian
eclosionado mediante jarras y sifones. Toda la puesta se concentraba en un balde
de 60 | para facilitar su contaje por volumetria. La siembra se realizé en distintos
tanques y densidades de cultivo:

e 3tanques de 0,4 m® a una densidad maxima de 25-30 paralarvasl/|
e 3de1m?®aundensidad de 15-20 paralarvas/l (maximo, 28/1)

e 1tanque de 10 m®, con densidad de 15-20 paralarvas.

Fig. 14: Diferentes momentos de la incubacidn, eclosion y siembra en tanques.
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De las distintas puestas se recogido una muestra inicial para determinaciones
bioquimicas (1 g de paralarvas). Una vez comenzados los cultivos se
muestreaban 10 paralarvas cada cuatro dias para determinar las variaciones en la
longitud corporal. La Unica experiencia de cultivo en la que se pudo realizar fue la
del tanque TL1. Los datos se muestran en la tabla V.

No se recogieron muestras del dia 15 en ninguna de las experiencias de cultivo,
debido a que sélo en dos tanques se supero el dia 15 de cultivo, quedando muy
pocas paralarvas. Por este motivo, y tal como se decidi6 en la reunion de
coordinacion, no se procesaron debido a la escasa supervivencia de los cultivos.

| 04/07/2011  07/07/2011 11/07/2011 15/07/2011 19/07/2011

media (1) LM 221023 2096,85 202705 230722 272859
Desviacion 96,080 196,937 99,814 231,934 126,068
estandar

Tabla V: crecimiento de las paralarvas TL1. La medicion se realiza con una lupa Olympus acoplada a un
sistema de andlisis de imagen.

La alimentacién se proporcionaba en 2 tomas diarias. Para alimentar a las
paralarvas se utilizaron nauplios de artemia Tyca durante los primeros 14 dias. A
partir del dia 15 se les proporcioné metanauplios de 4 dias de artemia GSL 85%.

Durante los primeros 7 dias, los tanques se mantuvieron en circuito cerrado, con
aireacion muy suave.

Diariamente, se comprobaba la concentracién de artemia que quedaba en el
tanque de cultivo. Si ésta era elevada se abria el circuito de agua durante 3 horas
para eliminarla, estableciendo un flujo que permitia la renovacion del 100% del
volumen del tanque. Al cerrar la entrada de agua se contaba por volumetria la
cantidad de artemia que quedaba en el tanque y se ajustaba la primera toma
(10:00 h) a 0,25 artemias/ml. La segunda toma (14:00 h) consistia en 0,25
artemias/ml, 0,01 ml /I de phytobloom y 0,003g/l de Thalassiossira liofilizada. En
los tanques TL (1000 1), la segunda toma se hacia mediante bombas peristalticas
y el resto a mano.

Cuando se producian mortalidades mas o menos elevadas se sifonaba
suavemente el fondo de los tanques para eliminar los restos.

En concreto se realizaron los siguientes cultivos:
1. Tanques de 400 |

e 5 de julio: se siembran 3 tanques de 400 I, troncocdnicos, con
desagie en el centro, con 8.000 paralarvas (20 paralarvas/l). La
supervivencia fue de 4 dias en todos los tanques.

e 10-11 de julio: se siembran 3 tanques de 400 I, troncocénicos, con
desagie en el centro, con 12.000 paralarvas (30 paralarvas/l). La
supervivencia fue de 2 dias en todos los tanques.
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2. Tanque de 10 m®

12 julio: se siembran 120.000 paralarvas en un tanque de 10 m®. El
dia 10 se observa una gran mortalidad. El dia 14 de cultivo se
elimina.

3. Tanques de 1000 | (2 con paredes negras, 1 con pared azul, agua filtrada a

100 p).

Se siembran, entre los dias 4 y 6 de julio, 3 tanques con 20.000
paralarvas. Uno negro y el azul se eliminan a los tres dias y se
resiembran. El dia 11 de julio se resiembran ambos. El tanque azul
se elimina a los 6 dias de cultivo y se resiembra el 18 de julio. A los
8 dias se vuelve a eliminar.

Los tanques restantes, con muy pocas paralarvas, se mantienen,
consiguiendo la supervivencia de varias paralarvas hasta el dia 31
y el 43.

No ha sido posible realizar méas cultivos por la falta de puestas, que se esperaba
obtener en otofio.

Los mejores

resultados se han obtenido con tanques de paredes negras,

alimentados con la secuencia: nauplios de artemia hasta el dia 15, metanauplius
de 4 dias enriguecidos desde el dia 16 hasta el final del cultivo y artemia adulta
(del mesocosmos) aportada a partir del dia 26 hasta el final del cultivo.
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Tanque In|c'|o t'lpo de Color  Densidad Vol. | Alimentacion T2 media dlas.de
cultivo sistema pared (paral./l) cultivo
Abierto, sin . .

N4 12/07 filtro azul 12 10000 Nauplius artemia 24,07+0,358 14
13(1) 05/07 Cerrado azul 20 400 Nauplius artemia 23,62+0,411 4
14(1) 05/07 Cerrado azul 20 400 Nauplius artemia 23,45+0,5 4
15(1) 05/07 Cerrado azul 20 400 Nauplius artemia 23,25+0,189 4
13(2) 11/07 Abierto azul 30 400 Nauplius artemia 24,8+0,340 3
14(2) 12/07 Abierto azul 30 400 Nauplius artemia 24,92+0,371 2
15(2) 12/07 Abierto azul 30 400 Nauplius artemia 25+0,387 2

Nauplius (1 a 15)
cerrado (1 a 7) Metanauplius
TL1 04/07 Semiabierto negra 20 1000 enriquecidos (16 a43)  23,07+1,343 43
(8a43) Artemia adulta (26 a
43)
TL3(1) 08/07 Cerrado azul 20 1000 Nauplius artemia 19 1
TL3(2) 11/07 Abierto azul 28,5 1000 Nauplius artemia 25,2+0,311 6
TL3(3) 18/07 Abierto azul 13,5 1000 Nauplius artemia 24,34+0,282 8
TL4(1) 06/07 Cerrado negro 20 1000 Nauplius artemia 19,1+1,76 4
Nauplius (1 a 15)
Metanauplius
TL4(2) 11/07 Abierto negro 28,5 1000 enriquecidos (16 a 31) 24,3+0,779 31

Artemia adulta (26 a

31)

Tabla VI: Resumen de los diferentes cultivos realizados. Se ha resaltado en los que se obtuvieron mejores

resultados.
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Cultivo a diferentes temperaturas

Unas 18.000 paralarvas recién eclosionadas se transfirieron a 6 tanques de fibra
de 200 litros, resultando una concentracion de 15 individuos/L (en total, unas
3.000 paralarvas por tanque). Los tanques eran circulares, de 1 m de diametro y
con paredes y fondo blanco. De los 6 tanques, tres se ajustaron a una
temperatura de 21°C y otros tres a 24-26°C. La salinidad era de 37%.. Se
establecié un ciclo de 24 horas de luz, mediante dos tubos fluorescentes por
tanque, resultando en una intensidad de 500-700 lux en la superficie del agua.
Los tanques se mantuvieron en circuito ligeramente abierto (0,3 L/min) con
aireacion central muy suave. Se afadieron diariamente microalgas liofilizadas
(Isochrysis galbana a una concentracion de 3,75-105 cél/mL y Nanochloropsis
gaditana a 1,2-10° cel/mL, EasyAlgae, Espafia). El fondo del tanque se limpié por
sifonado cuando se creia necesario y se observaban bajas en el fondo. Las
paralarvas fueron alimentadas dos veces al dia (9:00 y 14:00 horas) con
metanauplios de Artemia cultivados como se ha descrito anteriormente. La
concentracion de Artemia se ajustd en ambas tomas a 0,5 individuos/mL. En la
salida del agua se colocaron mallas de 315 pm para evitar el escape de la
Artemia.

Cultivo en aguas verdes

En este estudio se analizaron los efectos de afiadir fitoplancton a los tanques de
cultivo de paralarvas. Se sembraron 15.000 paralarvas por tanque en seis
tanques circulares de 1.000 L (densidad 15 paralarvas/l). La temperatura del agua
se mantuvo a 21°C mediante el uso de climatizadores y se establecié un flujo de
agua de unos 0,8 I/min. La alimentacién, como en la experiencia anterior, se hizo
con Artemia adulta de 5 dias enriquecida, a una concentracion de 0,5
metanauplios/ml. Se establecieron dos grupos, cada uno por triplicado: el primero
se mantuvo en condiciones de aguas claras mientras que en el segundo se
establecieron las condiciones de aguas verdes afiadiendo diariamente fitoplancton
liofilizado (Isochrysis galbana a una concentracién de 3,75-10° cél/ml vy
Nanochloropsis gaditana a 1,2-10° cel/ml, EasyAlgae, Espafia).

En todos los experimentos se determinaron los siguientes parametros:

e Supervivencia. Cuando se observaban paralarvas muertas en el fondo de
los tanques se sifonaban y se determinaba el nimero de bajas mediante su
contaje por volumetria. Cuando ya quedaban pocas paralarvas vivas en los
tanques se contaban una a una.

e Peso seco de las paralarvas a los dias 0, 15, 30, etc. Para su
determinacién se lavaban 10 paralarvas con agua destilada para eliminar
los restos de sal. Se colocaban en un portaobjetos previamente tarado y se
eliminaban los restos de agua mediante succién con una jeringuilla y papel
secante. Se pesaban en humedo con una balanza de precision y se
colocaban en una estufa a 60°C hasta obtener peso constante (24 horas).
Posteriormente se pesaban en la misma balanza para determinar el peso
seco.
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Fig. 15. Paralarva recién eclosionada. Se observa la medida de la longitud del manto hecha con el
programa Cell"D, de Olympus.

e Longitud del manto (LM) y longitud total (LT) a los dias 0, 15, 30, etc. Para
su determinacion se realizaron fotografias mediante una camara acoplada
a una lupa usando el programa analySIS genll, Olympus (Fig. 15). Primero
se anestesiaban las paralarvas con una solucion de etanol al 1%. Con un
programa de procesamiento de imagenes (Cell*D, Olympus) se midié la
longitud del manto como la distancia entre el extremo posterior del cuerpo y
el punto medio entre los ojos.

¢ Recuento del numero de ventosas por tentaculo.

e Histologia. Se recogieron unas 30 paralarvas a los dias 0, 15, 30, etc. y se
almacenaron fijadas en formol al 10% tamponado con fosfatos, a la espera
de su posterior andlisis.

e Bioquimica. Se recogié una muestra de las paralarvas recién eclosionadas
para su posterior analisis bioquimico. Se colocaron en un criotubo que se
conservé a -80°C. También se recogieron muestras del alimento (Artemia).

Resultados y discusion
Cultivo a diferentes temperaturas
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Los resultados de esta experiencia no fueron concluyentes debido a fallos en el
sistema de refrigeracion del agua. En varios tanques se registraron variaciones de
hasta 2 grados, solapandose los grupos de temperatura baja y alta.

El tanque E1 presentd una mortalidad total a dia 5 de cultivo debido a variaciones
de temperatura de hasta 4,8°C. El resto de tanques sufrieron una mortalidad
similar a los 14-18 dias (Tabla VII).

Estos resultados no permiten sacar conclusiones en cuanto a la temperatura a la
cual se obtienen mejores resultados, por lo que se pretendia repetir la experiencia
el afio 2013.

Temp. (°C) Tanque Edad final

El 5
24-26 E3 14
Eo6 18
E2 18
21 E4 18
E5 14

Tabla VII. Edad final de las paralarvas en los distintos tanques de cultivo.

Cultivo en aguas verdes

El uso de la técnica de aguas verdes (Fig. 16) para cultivar especies marinas es
una practica bien conocida en acuicultura y ha demostrado que mejora la
supervivencia, crecimiento e indice de conversibn de mas de 40 especies en
comparacioén con las condiciones de aguas claras.

Figs. 16 y 17. Paralarvas de pulpo en los tanques de cultivo en condiciones de aguas verdes o aguas claras.
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En la tabla 4 se presenta la supervivencia de las paralarvas a lo largo del cultivo.
Las paralarvas criadas en condiciones de aguas verdes sobrevivieron hasta dia
46, a diferencia de las paralarvas criadas en aguas claras, que solo llegaron hasta
el dia 35. Esta diferencia parece indicar los posibles efectos beneficiosos del
sistema de aguas verdes.

Si analizamos cada tanque por separado (existen 3 tanques para cada tipo de
cultivo) se aprecian grandes diferencias dentro del mismo tipo de cultivo (Fig. 18 y
19). A dia 4, en uno de los tanques de aguas verdes mueren todas las paralarvas,
sin saber con certeza la causa. Es probable que quedaran restos de pegamento
de una reparacion que se hizo al tanque un dia antes de introducir las paralarvas.
Esto hace que la media de este grupo disminuya. Si obviamos este tanque, las
diferencias entre un sistema de cultivo u otro son todavia mas acusadas. En los
dos tanques restantes se llega a una edad final de 45 y 46 dias. En cambio, en los
tanques sin aporte de fitoplancton, dos tanques llegan a dia 20 y uno a los 35 dias
(Tabla VIII).

100

== Aguas claras

=]
=
I

—&—Aguas verdes

Supervivencia (%)
el e BN ¥ S IR N 1 o IR o
L e s N s I s N
| | | | | |

=

0 10 20 30 40 50
Dias de cultivo

Fig. 18. Tasa de supervivencia de las paralarvas de pulpo cultivadas en condiciones de aguas verdes o
claras a lo largo del experimento. Medias + S.D. (n=3).
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Fig. 19 Tasa de supervivencia de cada uno de los tanques de cultivo por separado: tres de aguas claras y
tres de aguas verdes.

Como se observa, se han conseguido criar paralarvas hasta los 46 dias de edad,
con una supervivencia en uno de los tanques del 0,5% (73 paralarvas vivas de las
15.000 iniciales).

Este resultado es, en esta especie, un nimero bastante elevado teniendo en
cuenta que sélo se le aporta como alimento Artemia enriquecida.

Tipo Cultivo Tanque Edad final (dias)

A 46

Aguas
& 4

verdes
C 45
A 20

Aguas
B 35

claras
C 20

Tabla VIII. Edad alcanzada por las paralarvas en cada tanque de cultivo.

La muerte de estas paralarvas, a dia 46, se produjo de forma masiva y repentina,
sin saber exactamente las causas de tal acontecimiento. Se cree que puede ser
debido al aporte, por primera vez, de Artemia adulta descongelada. Se observo
que las paralarvas la aceptaban y capturaban, pero al dia siguiente todas las
paralarvas aparecieron muertas. Lo mismo sucedio el mismo dia con otro tanque
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de una experiencia diferente, al que también se le aportd la Artemia adulta
congelada.

Crecimiento

A los 15 dias de cultivo no se observaron diferencias significativas en el
crecimiento en longitud entre las paralarvas a las que se les habia suministrado
fitoplancton al agua de cultivo y a las que no (Fig. 18). No se pueden analizar
diferencias posteriores al no poseer datos suficientes del cultivo de aguas claras
ya que debido a las pocas paralarvas existentes no se pudo determinar el peso.

En aguas verdes, las paralarvas crecieron 1.274,71 + 175,36 um en 45 dias en
cuanto a longitud del manto, y 2.008,21 + 168,21 ym en cuanto a longitud total. Se
empieza a observar un crecimiento diferencial de los tentaculos frente al resto del
cuerpo (figs. 20-25).

800
700

600

500 -

HLong

manto
400 -
MLong

300 - total

200 -

A longitud {um)

100 -

O -

Aguas verdes Aguas claras

Fig. 20: Incremento de longitud del manto y longitud total respecto de la talla inicial en las paralarvas
criadas en aguas verdes y en aguas claras.
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Fig. 21: Paralarva recién eclosionada Fig. 22: Paralarva de 15 dias de vida.

Fig. 23: Paralarva de 30 dias de edad. Fig. 24. Paralarva de 45 dias de edad.

En cuanto al crecimiento en peso, tomando los datos del mejor resultado (aguas
verdes) se observa gque sigue un modelo exponencial (Fig. 25), cuya ecuacion
resulta en:

Peso seco (mg) = 0,2443¢0428(edad)

Estas paralarvas casi cuadriplicaron su peso seco en un periodo de 30 dias,
pasando de 0,26 a 0,95 miligramos, con una supervivencia del 1,8%.

Comparando los resultados con los obtenidos por el grupo del IEO de Vigo con
artemia enriquecida, los valores de peso seco que se obtienen son algo mayores
gue los nuestros: 1,4 mg y una supervivencia del 10% a los 30 dias. Las
diferencias son incluso mas grandes si se comparan con resultados obtenidos con
aporte de zoeas de centolla vivas: se obtienen a los 45 dias valores de 9,5 + 1,9
mg con un 31,5% de supervivencia (fig. 26).
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Fig. 25. Peso seco de las paralarvas criadas en aguas verdes.
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Fig. 26: Comparacion del crecimiento en peso seco de las paralarvas obtenidas en el LIMIA respecto a las
obtenidas en el IEO deVigo ( alimentadas con Artemia o con Artemia y zoeas de centollo).

Numero de ventosas

Las paralarvas, al nacer, presentan tres ventosas en cada tentaculo. Este nimero
va aumentando a medida que la paralarva crece. A los 45 dias casi la totalidad de
paralarvas observadas poseian todavia 3 ventosas y s6lo en algunas se observé
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una cuarta (Fig. 27). En cambio, en los resultados de Iglesias et al., 2004, a los 40
dias de edad, las paralarvas ya poseian un numero medio de 23 ventosas por
brazo.

Fig.27: Paralarva de 45 dias. Flecha: inicio del crecimiento de la cuarta ventosa.
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Anexo

TECHNICAL CARD

RED PEPPER

Red Pepper is a complete enrichment product for rotifers and Artemia. Red Pepper is not only formulated with essential
fatty acids but is containing well balanced important nutrients often lacking in yeast based diets or lipid emulsions.
Red Pepper is containing the most important vitamins having an impact on immunity and development of collagen
tissues. The levels of Vitamin C included are unique on the market and ensure the highest vitality of live food and sub-
sequently of the fish larvae. Red Pepper is also containing chelated trace minerals, immuno-stimulants, ...

Red Pepper is an encapsulated product wich easily disperse once placed in water. The nutrients present in the product
are well protected and do not leach in the enrichment tank, hence reducing water pollution and excessive bacterial
development.

INGREDIENTS

Water, encapsulated purified DHA oils, phospholipids, vitamin and trace minerals, natural anti-oxidants, immuno-
modulating substances.

ANALYSIS
Nutrient Value Nutrient Value
Maoisture (%) 68.0 Vitamin A so.000 |U/kg
Protein (%) 3,0 Vitamin D3 10.000 IU/kg
Lipids (%) 14,0 Vitamin C 11.500 ppm
Ash (%) 3,0 Vitamin E 1500 ppm
Cellulose (%) 5,0 Astaxanthin 700 ppm
Phosphorus 1,0
Total (n-3) HUFA 65,0 mg/g
DHA 55,0 mg/g
EPA 5,0 mg/g Total Energy (kj/g) 6,71
ARA 1,5 mg/g Digestible Energy (kj/g) 6,17

INSTRUCTION FOR USE

Rotifer enrichment Cleaned rotifers should be enriched at a density of soo.000 rotifers per liter (or more), for a period
of 6 hours. Red Pepper is added in 2 rations of 180 gram/m3/ration. Rotifers are harvested after 6 hours and rinsed to
remove all traces of the enrichment medium.

Artemia enrichment Incubate Artemia nauplii at densities of 300.000 nauplii per liter (or more), at a temperature
of 25-30°C while maintaining an oxygen concentration of more than 4 mg oxygen per liter. Red Pepper is added in 2
rations of 750 grams/ms/ration, 12 hours apart for a standard 24 hour enrichment. Harvested Artemia must be rinsed
to remove all traces of the enrichment medium.

PACKAGING
Red Pepper is packed in 1,0 kg PE bottles. One carton contains 10 kg Keep refrigerated 4°C - max. storage at 15°C.

OUA J@_@

biotechnology environment research autrition Sem Animal Nutrition and Health
Bernaqua NV Hagelberg 3 B-2250 Olen Belgium www.bernaqua.eu Registration feed producer: aBE2269
T+3214 282520 F +32 14 282 529 info@bernaqua.com
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Plan Nacional NUTRIPULPO: Subproyecto Paralarvas.

Linea 1.1.: Acondicionamiento de reproductores y obtencion de puestas viables
OBJETIVOS: Obtencion de un nimero suficiente de paralarvas para llevar a cabo los

distintos ensayos cultivo que se plantean en las Lineas 1.2, 1.3, 1.4y 1.5

Los ejemplares que utilizados como reproductores fueron capturados anualmente por
pescadores artesanales con nasas, un arte especifico y selectivos que minimiza el
posible dafio.

El volumen de los tanques de reproductores fue de 2 m®y los ejemplares se estabularon
en una relacion 2:1 macho/hembra. La luz en los tanques se redujo con una malla de
sombreo y se colocaron un niimero suficiente de refugios para reducir los ataques y el
canibalismo entre los individuos. La renovacion de agua fue del 100/h en circuito
abierto, de modo que el nivel de oxigeno se mantenga por encima del 80% de
saturacion. Los reproductores fueron alimentados con una mezcla de crustaceos y
pescado, suministrados diariamente ad libitum. Las dietas se congeladas durante un
minimo de dos semanas para minimizar la presencia de patdogenos

Cada hembra con puesta se aisldé en tanques mas pequefios para facilitar su
monitorizacion. Al eclosionar las paralarvas, se realizé un conteo por volumetria previo

a su traslado a los tanques de cultivo.

Linea 1.2.: Sistema de cultivo de paralarvas utilizando un mesocosmos
Objetivos: Aplicacion de sistemas de cultivo mesocosmos para la produccion de

juveniles de pulpo.

Tarea: 1.2.1. Cultivo larvario de pulpo en sistema Mesocosmos con filosofia

extensiva.

De acuerdo al plan de trabajo inicial a finales de la anualidad 2011 han dado comienzo
las experiencias de cria larvaria en sistemas mesocosmos, con filosofia extensiva: La
falta de puestas de pulpo ha limitado las actividades realizadas a una inica experiencia

en esta anualidad.



Metodologia

Los sistemas de cultivo mesocosmos se basan en la generacion de una cadena trofica
que se reproduce de forma enddgena a través de la adicion de un inoculo externo. En
este caso, un tanque de 40 m’® se llend con agua de mar previamente filtrada y
esterilizada. Se fertiliz6 con nutrientes (200g de nitrato puro y 20 g de fosfato) se
introduj6 un in6culo de fitoplancton (Nannocloropsis oculata), zooplancton
Brachionus plicatilis y copépodos (Tisbe furcata) alcanzando una media de 150.000
cells/ml y >2 indv zoop/ml. El agua del tanque se mantuvo en circuito cerrado, durante
10 dias antes de la introduccion de las paralarvas, esta se produjo durante 5 dias
consecutivos desde el dia 21/12/2011 de acuerdo a la eclosion diaria de una misma
hembra, sembrando un total de 54.462 paralarvas con una densidad final de 1,3
indv/ml).

A partir del primer dia de la introduccién de las paralarvas se abri6 el circuito de agua
manteniendo una renovacion diaria de 5%/h que se incremento hasta llegar a un 100%/
hora al final de la experiencia al dia 30 de cultivo. Manteniéndose una temperatura
media de 19.8° C y un nivel disuelto de 7.0. Igualmente desde la introduccion de las
paralarvas se aport6 al tanque Artemia Al enriquecida con productos comerciales (Al
DHA Selco) manteniendo diariamente una concentracion en el tanque de 0,5 indiv/ml.
A partir del dia 20 se aportd microdieta comercial (50g/dia) (Genma Micra 150)
manualmente. Para estimar el crecimiento se recogieron datos de longitud total, longitud
y ancho del manto, ademas se determind el peso fresco y peso seco (100°C durante 24
h) de 10 larvas a los dias 0, 15 30 y 35. Para estimar la supervivencia, se realizdé un
contaje individual de las paralarvas presentes al dia 35, cuando se did por finalizada la
experiencia. De igual manera se han recogido muestras para analisis bioquimica del
alimento y paralarvas iniciales. También se han almacenado muestras para andlisis
histologico los dias.

Resultados

Las larvas de pulpo cultivada en Mesocosmos presentaron unas migraciones diarias
muy marcadas en este sistema de cria, asi durante la primera hora de la manana se
podian observar las paralarvas nadando cerca de la superficie y paredes del tanque,
mientras que a medida que avanzaba el dia, se detecto una tendencia a migrar en
profundidad, la altura del tanque de cria (2,5m) parece favorecer este comportamiento

que podria ser reflejo de habitos naturales en la especie.



Respecto al crecimiento observado, como se observa en las figuras 1 y 2, hay un
crecimiento de todos los parametros morfométricos observados hasta el dia 30 de vida,
detectandose un ligero descenso a partir de esta etapa. Este hecho se ha asociado con la
elevada mortalidad de paralarvas durante esta etapa quedando al dia 35 Unicamente
ejemplares que representas los rangos de poblaciéon de menor tamafio que se apuntan

podria ser los de menor edad.

Evolucion de talla
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Figura 1. Evolucion de la talla de las paralarvas de pulpo en sistema de cultivo

Mesocosmos Semi-intensivo.
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Figura 3. Evolucion del peso de las paralarvas de pulpo en sistema de cultivo

Mesocosmos Semi-intensivo.



La supervivencia obtenida en esta primera experiencia fue muy modesta, 95 ejemplares
en fase pre-bentdnica, lo que supone un 0,17%. Esta experiencia sin embargo ha servido
como acercamiento y aprendizaje del manejo de los tanques Mesocosmos para esta
especie, detectando diferentes aspectos de la zootecnia que sera necesario adaptar a las

condiciones de la cria larvaria de pulpo.

Linea 1.3.: Sistema de cultivo intensivo de paralarvas utilizando como presas
Artemia enriquecida con fitoplancton y enriquecedores.
OBJETIVOS: Obtencion de juveniles de pulpo empleando como alimento Artemia

nutricionalmente enriquecida

Tarea 1.3.1. Engorde de Artemia a tallas adaptadas a la paralarva

Metodologia

Para evaluar el efecto de los productos usados en el cultivo de Artemia ( Tetraselmis sp.,
y ORI-Culture) sobre su crecimiento y supervivencia, se procedid inicialmente a la
determinacion del contenido de la fraccion orgéanica de estos productos y sus perfiles de
acidos grasos. Posteriormente se evaluo el crecimiento en longitud de la artemia hasta

las 72 horas de engorde, supervivencia y efecto en su composicion bioquimica.

Resultados

Crecimiento en longitud

El experimento de engorde de Artemia con Ori-Culture y Tetraselmis sp. se llevo a cabo
con Artemia recién eclosionada (24h) de longitud 0,78 = 0,17mm. A las 48 horas de
vida, no se encontraron diferencias significativas en el tamafio de las Artemia (P>0,05)
(Tabla I y Figura 4). Sin embargo se observaron diferencias significativas a las 72 horas
y 96 horas de cultivo (P<0,05), con un mayor crecimiento de la Artemia cultivada con

Ori-Culture en comparacion a la alimentada con Tetraselmis sp.

Tabla I: Longitud total (mm) de juveniles de Artemia sp. cultivados con Ori-Culture

y Tetraselmis sp.



48h 72h 96h
Long. Art Tetra (mm) 0,92 £ 0,06 0,94 +0,08* 0,96 +0,07*
Long. Art Ori-C 0,93 £ 0,04 0,98 £0,11° 1,08 £ 0,08°
(mm)

|
7T

mArt_Tetra @ Art_Ori-C

24h

48h

72h

Horas

96h

Figura 4: Evolucion de la longitud total de la Artemia cultivada con Ori-Culture

y Tetraselmis sp.

Supervivencia

Los datos de la supervivencia ilustrados en la tabla Il y figura 5 muestran que aunque, el

porcentaje de supervivencia de Art Ori-C es mas alto que en Art Tetra, a las 48 y 72

horas, no se han observado diferencias significativas entre ellos (P>0,05).

Tabla II: Tasa de supervivencia de Artemia sp. cultivada con Ori-Culture y Tetraselmis

sp.
24h 48h 72h 96h

Supervivencia Art_Tetra (%) 100 £ 81,93 + 69,13 + 36,51 £1,46*
0,00 7,47 15,08

Supervivencia Art_Ori-C 100 £ 94,25 + 91,44+ 7,58 | 47,14 +£2,15

(%) 0,00 5,14 b




Sin embargo, estas diferencias, si son significativas en a las 96 horas, con una mayor

tasa de supervivencia de la Art_Ori-C (Tabla II; Figura 5).

100 -

90 4
80
70

60

DAt GR

50 1 mArt_Tetra

40 1

(%) Supervivencia

30 4
20

24h 48h

Horas

Figura 5: Tasa de supervivencia de Artemia sp. cultivada con Ori-Culture y Tetraselmis

sp.

Tarea 1.3.2.5. Enriquecimiento de Artemia con emulsiones comerciales

Se plantea una experiencia destinada a evaluar el enriqueciemiento de artemia, para
proximas experiencias de alimentacion de las paralarvas con Artemia de 48 horas desde
dia 0 a 10 dias post eclosion (dpe) y Artemia de 96 horas desde 11 a 20dpe. En ambos
casos la Artemia sera enriquecida durante 24 horas con diferentes enriquecedores

comerciales, Easy DHA Selco® , Ori-Green®, y Ori-Prot®.

Metodologia

Enriquecimiento de Artemia

Basado en los resultados obtenidos en la experiencia previa, se selecciond el engorde de
Artemia con Ori-go, como protocolo estdndar para la produccion de Artemia en las
siguientes experiencias de cultivo de paralarvas. Si bien el siguiente paso consistio en
el enriquecimiento de la misma con los diferentes productos comerciales detallados

anteriormente.

Determinacion de la Longitud total de Artemia



Al enriquecer Artemia recién eclosionada (ARE) de 0,72 + 0,13mm, durante 24 horas
con los distintos productos testados, no se encontraron diferencias significativas en el

tamano de las Artemia (P>0,05) (Tabla III).

Tabla III: Longitud total (mm) de Artemia de 24horas (ARE) enriquecida con Selco
(AE_S), Ori-Green (AE_OG) y Ori-Prot (AE_OP)

Longitud (mm)
ARE 0,72+0,13
AE S 0,79 +0,16
AE O |0,72+0,13
G
AE OP | 0,76 + 0,04

En el caso de Artemia cultivada con Ori-culture 96 horas, y posteriormente enriquecida
24 horas con los distintos enriquecedores probados, si se han observado diferencias
significativas en el tamafno (P<0,05), siendo la Artemia enriquecida con Ori-Green la
que presentd un tamafio significativamente menor que las enriquecidas con Selco, auque

sin diferencias respecto a la enriquecida con Ori-Prot (Tabla IV).

Tabla IV: Longitud total (mm) de Artemia de 96 horas enriquecida con Selco (4AC-
OC ES), Ori-Green (AC-OC_EOQG) y Ori-Prot (AC-OC _EOP)

Longitud (mm)
AC-OC _ES 1,28 +0,17°
AC- 1,18 +0,13°

OC_EOG
AC-OC_EOP | 1,26+ 0,22

Supervivencia de Artemia de 96h enriquecidas 24h

Aunque las Artemia de 96h enriquecidas con Selco presentaron un mayor porcentaje de
supervivencia (Tabla V y Figura 6) que los demads, no se han observado diferencias
significativas entre ellos (P>0,05).

Tabla V: Tasa de supervivencia de Artemia (ARE) enriquecida con Selco, Ori-Green



y Ori-Prot.

Supervivencia (%)
ARE 100 £ 0,00
AE S 69,11 = 18,93
AE O 48,56 + 22,41

AE OP | 49,81 + 2829
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Figura 6: Tasa de supervivencia de Artemia (ARE) enriquecida con Selco, Ori-Green

y Ori-Prot.

Tarea 1.3.2.6. Enriquecimiento de Artemia con emulsiones experimentales

Continuando con las tareas desarrolladas sobre el engorde de Artemia, se han
desarrollado diferentes experiencias de formulacion y testado de enriquecedores

experimentales para Artemia, evaluando su efecto sobre la mejora del valor nutricional

y supervivencia de la misma .

Metodologia



Los protocolos de produccion de Artemia siguen la metodologia ya descrita en informes
previos para la produccion de Artemia en criaderos marinos y que sigue un protocolo
regular en el ICCM. Incluye, hidratacion de cistes; descapsulacion, conservacion en
salmuera; eclosion, engorde y enriquecimiento.

Con el fin de evaluar un mayor numero de enriquecedores en diferentes series se ha
construido un sistema que incluye el uso de recipientes troncoconicos de 4 L de

capacidad en un tanque de 500 L.

s e, O TR

Fig. 7: Recipientes de 4 litros de capacidad.

El protocolo de enriquecimiento seguido de manera comin para todas las emulsiones
testadas fue el siguiente:

Se utilizaron tanques troncoconicos con un volumen de 4 litros donde se sembraron
Artemia de diferentes edades a una concentracion de 250.000 Nauplios/l manteniendo
una temperatura de 28.0°C y oxigeno disuelto superior a 5 ppm.

Para las pruebas de enriquecimiento se utilizdo Artemia de diferentes edades: Al=
Artemia recién eclosionada; A2: Artemia 24 h'y A3: Artemia 48h. El enriquecimiento
se realizd por un periodo de 18 horas y a una concentracion de 0,6g enrich/litro. Una
vez transcurrido este periodo, se cosechd el contenido total de cada botella, lavando con
agua del mar filtrada y esterilizada y contabilizando el n° de artemias vivas. Cada
tratamiento se ensayo por triplicado, determinando la talla y supervivencia de Artemia

diariamente.

Enriquecedores experimentales

La composicion bioquimica de las presas aceptadas por las paralarvas de pulpo (Zoeas
de centollas, Zoeas de cangrejos, mysis de camarones, copépodos, misidaceos , etc...)
asi como de las paralarvas recién eclosionadas, ha ofrecido importante informacion

acerca de las necesidades nutricionales de la paralarva de pulpo. En particular, estas



primeras experiencias se han dirigido a modificar el contenido de acido Araquidonico
en la artemia enriquecida evaluando 5 niveles de ARA (0-15% TFA), en diferentes
emulsiones experimentales y en diferentes estadios de desarrollo de la Artemia (48, 72y

96 horas post eclosion).

Resultados

Los resultados de estas experiencias demuestran que el tipo de enriquecedor no presento
un efecto significativo sobre las supervivencia de la Artemia independientemente de la
edad: A1 (81-90%). A2 (51-60%) y A3 (40-55%). Sin embargo, se observa un marcado
efecto de la edad de la Artemia sobre la supervivencia al proceso de enriquecimiento,

cayendo desde una media de 85% en la Al hasta 45% en la A3.

Supervivencia Artemia

100

Figura 8: Supervivencia de la Artemia enriquecida con niveles crecientes de ARA (Al:

Artemia0+18h enrich; A2: Artemia 24 h+18h enrich; A3: Artemia 48h+18h enrich)

Del mismo modo, se puede observar que el tipo de enriquecedor no present6 un efecto
significativo sobre el crecimiento de la Artemia. Que se incremento de la misma forma
en todos los enriquecedores testados desde 720 micras al eclosionar hasta 890 micras en

la Artemia A3.
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Figura 9: Crecimiento de la Artemia Enriquecida con niveles crecientes de

ARA.

Tarea 1.3.3. Cultivo de paralarvas.

Se realiz6 una experiencia de cultivo larvario en condiciones intensivas donde se ha
evaluado el efecto de los diferentes enriquecedores experimentales anteriormente
mencionados.

Para determinar con mayor exactitud el efecto sobre la supervivencia final se ha
utilizado un protocolo de siembra donde se han contado individualmente el n° de
paralarvas iniciales sembrados (2000 indiv / tanque) a las que se les ha suministrado
Artemia enriquecida a una densidad de 0.5 Artemia/ml . Cada dieta se ha evaluada por
triplicado, en tanques de 200 litros, con fotoperiodo 12 h luz - 12 h oscuridad. La
Artemia se ha suministrado 2 veces al dia manteniendo la renovacion en un 50% diario.
Diariamente se ha sifonado el fondo de los tanques para evaluar la mortalidad. Se han
recogido muestras para analisis bioquimico al comienzo y final del periodo de
experimentacion y se ha determinado el peso himedo y seco de paralarvas recién
eclosionadas y en los momentos de control en muestras de 15 paralarvas/ tanque. Para
realizar esta medida las paralarvas se mantendran 5 minutos en papel secante antes de su
pesado. Para determinar el peso seco, estas mismas paralarvas se mantendran 24 horas
en la estufa a 100°C, o hasta peso constante. I[gualmente se han determinado la longitud

Total, Longitud del Manto y anchura del manto los dias 0, 10 y 15.



El efecto del enriquecimiento no ha aportado un resultado concluyente, puesto que no
existen diferencias significativas entre los tratamientos ensayados. Es de destacar la
elevada mortalidad larvaria durante los primeros 15 dias de cultivo registrdndose mas

del 70% de las bajas independientemente del tratamiento en los primeros diez dias de

cultivo.
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25,0
20,0
15,0

10,0
5’0 I
0,0

ARA1 ARA 2 ARA 3 ARA4

Figura 10. Supervivencia final (15dah) de las paralarvas de pulpo alimentadas con

Artemia Enriquecida con niveles crecientes de ARA.

No se detectaron diferencias significativas para ninguno de los pardmetros morfoldgicos

evaluados.
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Figura 11. Evolucion de la Talla total de las paralarvas de pulpo alimentadas con

Artemia Enriquecida con niveles crecientes de ARA.
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Figura 12. Evolucion de la Longitud de Manto de las paralarvas de pulpo alimentadas

con Artemia Enriquecida con niveles crecientes de ARA.
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Figura 13. Evolucion de la Anchura del Manto de las paralarvas de pulpo alimentadas

con Artemia Enriquecida con niveles crecientes de ARA.



Los andlisis bioquimicos e histologicos de Artemia y paralarvas recogidas estan

actualmente en en desarrollo.

Evolucién Peso seco (mg)
mO0 10 m15

Figura 14. Evolucion del peso seco de las paralarvas de pulpo alimentadas con Artemia

Enriquecida con niveles crecientes de ARA.

Tarea 1.3.5. Analisis bioquimica de Artemia _enriquecidas v paralarvas

1.3.5.1. Composicion bioquimica de los productos empleados en el engorde de

Artemia 'y de la Artemia engordada:

a) Productos: Tetraselmis sp., y Ori-Culture

Se han encontrado diferencias significativas en el contenido de lipidos totales y
proteinas de Tetraselmis sp., y Ori-Culture (P<0,05) (Tabla VI). Asi, el porcentaje de
lipidos y proteinas de Ori-Culture, fue de 23,07+0,05% y 59,88+0,01%
respectivamente, mientras que en el caso de Tetraselmis sp. fueron significativamente
mas bajos en ambos casos, con un valor de 14,834+0,06 % y 41,85+0,02 % en el

contenido de lipidos totales y proteinas respectivamente.

Tabla VI: Contenido y porcentaje de la fraccion organica en Ori-Culture y Tetraselmis
Las proteinas y los lipidos estan expresados en (% de peso seco). Los datos representan

medias (n=3) y desviacion tipica



Humedad (%) | Lipidos totales (%) | Proteinas (%) | Cenizas (%)
ORI-Culture 5,87+0,56* | 23,07+0,05* 59,88+0,01* | 7,33 £0,07°
Tetraselmis sp. | 6,78 +0,03° | 14,83 +0,06° 41,85+0,02° | 15,22 +0,04°

b) Artemia engordada con ORI-Culture y Tetraselmis sp. :

En la tabla siguiente (Tabla VII) se muestran los resultados de andlisis de la fraccion
orgéanica de Artemia cultivada con Ori-Culture y Tetraselmis.

Tabla VII: Contenido y porcentaje de la fraccion organica en Artemia cultivada

con Ori-Culture y Tetraselmis sp.

Humedad Lipidos totales (%) | Proteinas (%) | Cenizas (%)
(%)

ARE 87,74 + 0,68 17,88 £0,51 56,96 £ 0,04 | 0,85+0,09
Art Ori-C 48H | 84,75 +£0,24* 18,35 £0,03* 59,18 £0,07* | 0,66 £+ 0,02*
Art_Tetra 48H | 87,65+ 0,67 22,43 £0,09° 57,72+ 0,01° | 0,65 +0,02°
Art Ori-C 72H | 84,04 £ 1,10° 17,05 £ 0,24° 61,88 £0,05* | 0,67 £0,02*
Art_Tetra 72H | 86,78 +0,1° 18,44 + 0,36 58,19 +0,08" | 0,78 +£0,01°
Art Ori-C 96H | 84,74 +0,21° 16,47 + 0,47 64,97 £ 0,03* | 0,79 £ 0,05*
Art_Tetra 96H | 86,29 + 0,07 18,12 +£0,23° 58,83 +0,01° | 0,76 = 0,05°

En general, la Artemia reflejé la composicion bioquimica de la dieta en proteinas. Asi,
la Artemia cultivada con Ori-Culture presentaron el mayor contenido de proteinas. Sin
embargo, la Artemia cultivada con Tetraselmis sp. fué la que presentd un contenido

significativamente mas alto de lipidos entre los dos grupos (P<0,05).

1.3.5.2. Composicion bioquimica de los productos empleados y de la Artemia
enriquecida con emulsiones comerciales

a) Enriquecedores comerciales: SELCO, ORI-Green, ORI-Prot

La tabla siguiente, muestra la composiciéon bioquimica proximal de los diferentes
productos testados (Tabla VIII). Los resultados muestran que el porcentaje de los
lipidos totales del Selco es significantemente mas alto que el de ORI-Green y ORI-Prot,
respectivamente (P<0,05). Mientras que, el Ori-Green tiene el porcentaje en proteinas

significativamente mas alto, seguido por el Ori-Prot y el Selco (P<0,05), En cuanto al



contenido de cenizas, los tres productos también presentan una composicion
significativamente diferente.
Tabla VIII: Contenido y porcentaje de la fraccidon organica en los enriquecedores de

Artemia. Las proteinas y los lipidos estan expresados en (% de peso seco)

Humedad (%) | Lipidos totales (%) | Proteinas Cenizas (%)

(%)
SELCO 33,35 +0,23° 91,65 +0,11° 1,48 £ 0,05* | 0,33+0,02°
ORI-Green | 5,03 +0,07° 36,91 £ 0,06° 58,04 £ 0,06° | 10,85 + 0,04
ORI-Prot 5,24 +£0,13° 29,4 £0,07° 43,83 £0,03° | 6,65=+0,03°

b) Artemia enriquecida con emulsiones comerciales

Los resultados relativos a los perfiles de lipidos y proteinas de Artemia recién
eclosionada y Artemia cultivada 96 horas con Ori-Culture, ambos enriquecidas 24 horas

con los diferentes productos citados se muestran en la tabla (Tabla XIX):

Tabla XIX: Contenido y porcentaje de la fraccion organica de la Artemia enriquecida.

Las proteinas y los lipidos estan expresados en (% de peso seco)

Humedad (%) Lipidos (%) Proteinas (%) | Cenizas (%)

ARE 87,74 £ 0,68 17,88 £0,51 56,96 = 0,04 0,85+ 0,09
Artemia recién eclosionada enriquecida 24 horas (ler dia........ dia 10)

AE S 24H 73,42 +0,02° 16,69 +0,14* 57,42+ 0,02 | 2,72+0,07
AE OG 24H 88,79 £ 0,07° 16,56 £0,21° 64,79 £ 0,05° 1,51 +£0,02°
AE OP 24H 89,24 £0,1° 12,92 £0,37° 64,11 £ 0,04° 1,51 +£0,08°
Artemia cultivada 96 horas en Ori-Culture y enriquecida 24 horas (Dia 10........ dia 20)
AC-OC _ES 82,77+0,18" 23,24+ 0,27 51,09+0,01* | 2,76 £ 0,05
AC-OC _EOG 84,76 £ 0,26" 12,53 +£0,3° 60,11 +0,03° | 2,59+0,07°
AC-OC_EOP 84,59 +£0,32° 14,74 +£ 0,36¢ 67,24 £0,04° | 2,49+0,07°

De forma general, en la Artemia de 24h enriquecida, se ha observado un aumento
significativo (P<0,05) en el porcentaje de proteinas con respecto a la Artemia recién
eclosionada enriquecida con los tres productos. Siendo este valor mas elevado en el caso
de la Artemia enriquecida con Ori-Green y Ori-Prot respecto al Selco. También, se

puede ver una disminucion significativa (P<0,05) en el porcentaje de lipidos totales de



las Artemia de los tres grupos, siendo mas elevada en el caso de Artemia enriquecida
con Ori-Prot.

En el caso de Artemia cultivada con Ori-Culture 96h y enriquecida 24h con los tres
productos, también se han observado diferencias significativas en el porcentaje de
lipidos totales y proteinas entre los tres grupos. La Artemia (AC-OC_EOP) es la que
presenta el mayor contenido en proteinas con 67,24 £ 0,04 %, y la Artemia (AC-

OC _ES) es la que presenta el mayor contenido en lipidos totales.

Tarea 1.3.5.3. Analisis bioquimico de paralarvas

En este apartado se presentan los resultados de analisis bioquimico de paralarvas

alimentados con Artemia enriquecida con emulsiones experimentales (ARA1, ARA2,

ARA3, ARA4, ARAS)

Metodologia

Las muestreas recogidas al acabar el experimento se almacenaron -80°C hasta el
momento de su andlisis. La elevada mortalidad limité los analisis a humedad y lipidos
totales. La humedad se calculé mediante desecado de la muestra a 105°C hasta peso
constante (AOAC, 2005). Los lipidos fueron extraidos mediante el método Folch et al.
(1957) y posteriormente fueron metilados segiin Christie (1982). Los acidos grasos
obtenidos identificados mediante cromatografia de gases bajo las condiciones descritas

por Izquierdo et al. (1992)

Resultados

Los resultados de perfil lipidico de las larvas alimentadas con diferentes niveles de
ARA en la Artemia, mostraron que en todos los casos hay un claro aumento del
contenido lipidico en las paralarvas. En particular, se detecta un ascenso de 4cidos
grasos monoinsaturados y en particular el acido oleico, lo cual se correlaciona con el
perfil lipidico de la Artemia enriquecida. Respecto al contenido de n-3 y n-3 HUFA no
se ha podido establecer un patron claro entre el contenido observado en las larvas y el
suministrado en la dieta. De la misma manera el contenido de ARA en las larvas
tampoco sigue un patrén fijo que se correlacione con el contenido de este en la Artemia,
si bien en todos los casos se observa una reduccion de ARA respecto al contenido

inicial en las paralarvas.



Tabla X: Lipidos totales (en % de peso seco) y perfil de los 4cidos grasos de las

paralarvas de pulpo comun alimentadas con niveles crecientes de ARA durante 15 dias.

Eclosion 0% ARA 5% ARA 7.5% ARA 12.5% ARA 15% ARA

Lipidos (PS) 14.04 25.23 28.08 22.04 25.97 24.34
X.Saturados 31.29 25.79 44.29 42.94 29.35 42.83
Y Monoinsaturados 22.28 32.79 39.48 26.84 26.65 28.51
Xn-3 27.05 29.35 6.89 18.81 29.71 17.07
Xn-6 11.76 8.85 5.47 7.43 11.26 7.85
Xn-9 18.78 22.77 26.55 17.45 17.32 17.36
Xn-3HUFA 26.16 16.22 2.36 12.25 17.24 9.11
14:0 1.27 0.68 1.16 1.23 0.95 1.08
16:0 24.78 14.96 25.37 23.87 16.54 23.34
16:1 n-7 0.44 1.50 1.79 1.57 1.75 1.51
18:0 4.68 9.26 16.42 16.61 10.89 17.15
18:1 n-9 13.27 21.98 25.49 16.59 16.62 16.45
18:1 n-7 1.65 5.31 6.53 4.12 4.40 5.37
18:2 n-6 2.54 5.04 3.69 4.79 5.71 3.53
18:3 n-3 0.45 12.32 4.21 5.15 11.07 7.20
20:1 n-9 4.68 0.20 0.27 0.19 0.18 0.22
20:4n-6 6.81 241 0.83 1.74 4.36 3.08
20:5n-3 8.68 5.67 0.68 3.75 5.13 2.83
22: 6n-3 14.31 8.50 1.06 7.28 10.51 5.29
DHA/22:5 n-6 21.23 18.42 17.25 35.63 29.38 25.82
EPA/ARA 1.31 2.35 0.82 2.16 1.18 0.92
DHA/EPA 1.65 1.50 1.57 1.94 2.05 1.87
DHA/ARA 2.14 3.52 1.28 4.18 2.41 1.71
oleico/DHA 0.94 2.59 23.96 2.28 1.58 3.11
oleico/n-3HUFA 0.51 1.35 10.79 1.35 0.96 1.80
n-3/n-6 231 3.32 1.26 2.53 2.64 2.17
Discusion

El contenido de acido araquidonico (%) en los acidos grasos totales estd comprendido

entre 2,4 y 9,6 en el pulpo silvestre (Estefanell et al. 2011; Sinanoglou y Miniadis-



Meimaroglou, 1998). En nuestro trabajo este valor fue 6,6 % en las paralarvas (recién
eclosionadas).

En general, la necesidad de acido araquidonico ha sido principalmente relacionado con
las reacciones estresantes en los peces (Sargent et al., 1999; Bessonart et al., 1999;
Koven et al., 2001). En el presente estudio, la disminucion observada en los valores de
n-3 HUFA de las paralarvas enriquecidas con ARA, fue contrarrestada con un
incremento en el grupo de acidos grasos 18:1. Resultados similares fueron observados
en un estudio realizado en paralarvas de Octopus vulgaris alimentadas con una dieta

deficiente en n-3 HUFA (Navarro y Villanueva, 2003).

Conclusiones
Los resultados de 4cidos grasos no muestran una relacion clara entre dieta y paralarva,

por lo tanto no es posible establecer conclusiones sobre este apartado.
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Tarea 1.3.6. Analisis histologicos de paralarvas.

En este apartado se presentan los resultados de analisis histologico de paralarvas
alimentados con Artemia enriquecida con emulsiones experimentales (ARA1, ARA2,

ARA3, ARA4, ARAS)

Metodologia

Las paralarvas fueron fijadas en parafina y tefiidas con Hematoxilina y Eosina (H&E),

(Martoja y Pearson, 1970) para su evaluacion visual.

Resultados

Las secciones histologicas a nivel de la glandula digestiva mostraron una membrana
basal sobre la cual se observaban un epitelio monoestratificado con células cubicas,
caracterizadas por abundante presencia de vacuolas. Las células poseen un nucleo
grande (n) y redondo, generalmente en posicion centro-basal. El citoplasma presenta
una gran heterogeneidad, debido a la presencia de abundantes regiones con vacuolas.
Fundamentalmente grandes vacuolas de color pardo (bb), denominadas vacuolas
marrones de excrecion,(Boucher-Rodoni, 1976; Budelmann ef al., 1997) y pequeias
vacuolas altamente eosinofilas (va), determinadas como vacuolas de actividad
enzimatica, asociadas a la digestion y absorcion, en particular nos centramos en evaluar

estas ultimas (Fig. 15).




Figura 15: Caracteristicas del tejido. a, vacuolas apicales; b, membrana basal; bb,
vacuolas marrones de excrecion; ve, vacuolas enzimaticas; va, vacuolas absorcion; ¢,
citoplasma; 1, lumen; n, nticleo, H&E.

Las larvas recién eclosionadas no presentaban presencia de vacuolas para la digestion.
Las paralarvas alimentadas con Artemia enriquecida con 0% ARA a dia 10 mostraron
una baja presencia de vacuolas eosindfilas de absorcion, mientras que en el dia 15 esta
presencia era nula. Se observaron presencia de degeneracion en larvas de 15 dias

(Figura 16).

Figura 16: Glandula digestiva en paralarvas alimentadas con Artemia 0 % ARA. A-B:

Dia 10, C-D: Dia 15.

Las paralarvas alimentadas con Artemia enriquecida con 5% ARA en dia 10 y dia 15,

mostraron una casi nula presencia de vacuolas eosindfilas de digestion (Figura 17).



Figura 17: Glandula digestiva en paralarvas alimentadas con artemia 5 % ARA. A-B:

Dia 10, C-D: Dia 15.

Las paralarvas alimentadas con Artemia enriquecida con 7,5% ARA en dia 10
mostraron una elevada presencia de vacuolas eosinofilas de digestion, mientras que en

el dia 15 esta presencia era casi nula (Figura 18).




Figura 18: Glandula digestiva en paralarvas alimentadas con artemia 7,5 % ARA. A-B:

Dia 10, C-D: Dia 15.

Las paralarvas alimentadas con Artemia enriquecida con 12,5% ARA en dia 10
mostraron una muy elevada presencia de vacuolas eosinéfilas. El nimero de vacuolas
disminuy¢ el dia 15, aunque seguia existiendo una elevada presencia de las mismas

(Figura 19).

Figura 19: Glandula digestiva en paralarvas alimentadas con Artemia 12,5 % ARA. A-
B: Dia 10, C-D: Dia 15.

Las paralarvas alimentadas con Artemia enriquecida con 15% ARA en dia 10 mostraron
una elevada presencia de vacuolas eosinofilas de digestion. El nimero de vacuolas

disminuy¢ el dia 15, aunque seguian siendo abundantes (Figura 20).

Discusion

En general se ha observado la carencia de vacuolas enzimaticas (fuertemente acidofilas)
en las paralarvas recién eclosionadas, generalmente asociadas a la digestion (Boucher-
Rodoni, 1976; Budelmann et al., 1997). En contraste, se ha observado un incremento en

el tamafio y nimero de vacuolas en las paralarvas alimentadas con Artemia enriquecida



con 4cido araquiddnico, que sin embargo han disminuido tras 15 dias de cultivo, con
respecto al mismo tratamiento el dia 10.

Se puede comprobar un elevado ntimero de vacuolas eosindfilas el dia 10, en los
tratamientos con un 7,5 12,5 y 15% de ARA, superior al observado en las larvas de la
misma edad con menor proporcion de ARA (0 y 5%). Por otro lado, solo los
tratamientos 12,5% y 15% mostraron una elevada presencia de vacuolas enzimaticas en
el dia 15. Estos resultados podrian indicar que a partir de 7,5% de ARA en Artemia, se
incrementa la capacidad de digestion y absorcion de las paralarvas, incluso a las dos

semanas de vida, etapa altamente critica para esta especie.

Figura 20: Glandula digestiva en paralarvas alimentadas con Artemia 15 % ARA. A-B:

Dia 10, C-D: Dia 15.

Conclusiones
El aumento de vacuolas digestivas en paralarvas alimentadas con Artemia enriquecida
con 12,5% y 15% de ARA a dia 15 de cultivo sugiere que el ARA favorece la fisiologia

digestiva de esta especie.
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Linea 1.4.: Sistema de cultivo intensivo de paralarvas utilizando como presa
Artemia 'y dietas inertes.

Tarea 1.4.1.: Desarrollo y ensayo de micro-dietas inertes

De acuerdo al plan de trabajo inicial, durante la anualidad 2011 se han realizado las
experiencias de formulacion y desarrollo de microdietas para pulpo. En una segunda
fase se han realizado las primeros test de estas microdietas en el cultivo larvario en
condiciones intensivas. Al igual que en otras actividades en las que participa el grupo de
Canarias-ICCM, la limitacidn en la obtencion de paralarvas, ha limitado el desarrollo de
una experiencia de cultivo larvario en esta linea de trabajo. Si bien, durante los meses de
Julio/agosto la coordinacién con el equipo de IEO-Vigo permitid la realizacion de un
ensayo preliminar donde una microdieta formulada y elaborada e por el grupo de
Canarias (MD Vigo) se testd en comparacion con una dieta comercial (Genma Micra
Skretting).

Las condiciones de este ensayo y resultados se presentaron conjuntamente con el equipo
del IEO de Vigo.

En el caso de los ensayos realizados en Canarias, estos han empleado una metodologia
similar a la de las experiencias de alimentacion exclusiva con Artemia evaluando el
efecto de las mismas microdietas que se enviaron al Grupo de IEO-VIGO. El protocolo
de cultivo se describe a continuacion:

Para determinar con mayor exactitud el efecto sobre la supervivencia larvaria se ha
utilizado un protocolo de siembra donde se han contado individualmente el n° de

paralarvas iniciales sembradas (100 indiv / tanque) utilizando larvas de 30 dias de edad.



Las paralarvas a las que se les ha suministrado artemia enriquecida a una densidad de
0.5 artemia/ml y 2 gramos de MD cada hora durante las horas de luz. Cada dieta se ha
evaluada por cuadriplicado, en tanques de 200 litros, con fotoperiodo 12 h luz - 12 h
oscuridad. La Artemia se ha suministrado 2 veces al dia manteniendo la renovacion en
un 50% hora. Diariamente se ha sifonado el fondo de los tanques para evaluar la
mortalidad. Se han recogido muestras para analisis bioquimico al comienzo y final del
periodo de experimentacion y se ha determinado el peso himedo y seco de paralarvas
recién eclosionadas y en los momentos de control en muestras de 15 paralarvas/ tanque.
Para determinar el peso seco, estas mismas paralarvas se mantuvieron 24 horas en la
estufa a 100°C, o hasta peso constante. Igualmente se han determinado la longitud

Total, Longitud del Manto y anchura del manto los dias 30 y 39.
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Figura 21. Supervivencia final de las paralarvas de pulpo alimentadas con Microdieta

Vigo y Microdieta Genma.
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Figura 22. Evolucion de la Talla total de las paralarvas de pulpo alimentadas con

Microdieta Vigo y Microdieta Genma.
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Figura 23. Evolucion de la Longitud de Manto de las paralarvas de pulpo alimentadas

con Microdieta Vigo y Microdieta Genma.
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Figura 24. Evolucion de la Anchura del Manto de las paralarvas de pulpo alimentadas

con Microdieta Vigo y Microdieta Genma.
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Figura 25. Evolucion del pesop seco (mg) de las paralarvas de pulpo alimentadas con

Microdieta Vigo y Microdieta Genma.

Los primeros resultados de esta experiencia, demuestran que la MD experimental (MD
Vigo) presentaron una mejor supervivencia larvaria en comparacion con la MD
comercial. Sin embargo esta relacion se invierte sobre el efecto del crecimiento, lo cual
se ha relacionado con una supervivencia en el caso de la MD comercial con aquellos

ejemplares de mayor tamafio.



Linea 2.1. Requerimientos nutritivos del pulpo de roca.

Crecimiento de pulpo O. vulgaris con dietas alternativas.

Introduccién

El pulpo comun es una de las especies con gran potencial para diversificar la acuicultura
marina (Vaz Pires et al., 2004). El engorde de individuos salvajes en jaulas flotantes ha
dado resultados prometedores (Rodriguez et al., 2006; Garcia Garcia et al., 2009). En
Canarias, la gran expansion de la acuicultura en jaulas flotantes estd generando una
cierta cantidad de especies de descarte. Esto es, diversas especies de peces salvajes que
se “cuelan” en las jaulas y permanecen ahi durante todo el ciclo de engorde comercial.
Dichas especies se alimentan de pienso, lo que supone una pérdida de rentabilidad para
las empresas. La especie de descarte mas abundante es la boga Boops boops y parece
tener una buena aceptacion como dieta de pulpo comun (Socorro et al., 2005).

El objetivo del presente experimentoesevaluar el efecto sobre el crecimiento y la
mortalidad de diversas presas alternativas para pulpos. De este modo se ensayara
durante 2 meses con 2 especies de cangrejo, suministrado solo o incluyendo un 40% de
boga de descarte, y con boga de descarte (entera y eviscerada)

Material v Métodos

El Cangrejo Blanco Plagusia depressa tue proporcionado fresco por pescadores locales,
mientras que el Portunus pelagicus fue comprado congelado. Cada dieta se prob6 sobre 8
pulpos, mantenidos en compartimentos individuales de 200 1. La temperatura y oxigeno
medio fue 19.4£1.5°C y 6.9+£0.5 ppm respectivamente.

Las dietas fueron las siguientes:

1. Cangrejo azul Portunus pelagicus

2 Cangrejo azul Portunus pelagicus + Boga de descarte (60-40%)

3 Cangrejo Blanco Plagusia depressa

4. Cangrejo Blanco Plagusia depressa + Boga de descarte (60-40%)

5 Boga de descarte entera

6 Boga de descarte eviscerada

La evolucién del peso se muestra en la Figura 26. Se calcularon los siguientes
parametros (Tabla XI): incremento de peso diario (IPD=(Ps~P;)/t) e ingesta diaria
(ID=AT*100/(t*(PP;)); donde “P¢” es peso final, “P;” es peso inicial, “t” es n° de dias y
“AI” es alimento ingerido en g. La mortalidad, la temperatura y el oxigeno disuelto

fueron se evaluaron diariamente.



Los piensos y los tejidos de pulpo (musculo y glandula digestiva) fueron analizados
bioquimicamente siguiendo los criterios de la AOAC (1997): lipidos totales (Folch et
al., 1957), proteinas totales (método de Kjeldahl), humedad (peso constante a 105°C) y
cenizas (combustion a 600°C). Los resultados, expresados en % de peso seco, se
presentan en las Tablas XII y XIII.

Tabla XI: Peso inicial, IDE, IPD e IC tras 8 semanas de cultivo

Cangrejo  Cangrejo  Cangrejo Cangrejo BD BD

azul azul+BD  blanco blanco+BD entera eviscerada
Peso inicial (g)  1232+£303 1145£167 1107£241  1185+281 1150£182 1182+258
ID (%/dia) 4.0+0.8° 3.6£0.2°°  2.9+0.4® 2.7+£0.4° 2.4+0.6°  2.4+0.5°
IPD (g/dia) 17.243.7°¢  23.748.7°  14.0£3.4™ 17.54£3.5®  12.0£5.5® 10.1+4.0°
Supervivenc.

100 100 100 87.5 100 87.5
(%0)

Resultados y Discusion

Los resultados de los pardmetros evaluados en cada tratamiento se pueden ver en la
tabla XI y la evolucion de los pesos medios se refleja en la figura 26. En general las
dietas que incluian P. pelagicus generaron una mayor ingesta respecto a los demas
tratamientos. Sin embargo no hubo diferencias estadisticas en cuanto al crecimiento entre
ninguna de las dietas que contenian crustaceos. Las dietas mixtas (crustdceo+boga de
descarte) siempre generaron un crecimiento superior al crustaceo o la boga sélo, lo que
pone de manifiesto que la combinacidén cangrejo-boga posiblemente cubra mejor los
requerimientos nutricional de esta especie (Cagneta y Sublimi, 2000; Biandolino et al.,
2009).

Los resultados de composicion bioquimica de las dietas se reflejan en la tabla II. Ambas
especies de cangrejo presentan casi el doble de proteinas que la boga de descarte, que a
su vez presente un mayor contenido lipidico, 8 veces superior a los cangrejos. Debido a
que la boga eviscerada no mejor¢ el crecimiento respecto a la boga entera, se decidio no
analizar dicha dieta por no aportar datos significativos de cara al engorde de pulpo. La
estimacion de ambas dietas mixtas refleja un perfil similar, con un contenido proteico y
lipidico intermedio entre las monodietas de cangrejos y boga de descarte.

Finalmente, la composicion bioquimica inicial de pulpos salvajes y final de los pulpos
alimentados con las distintas dietas se muestran en la tabla III. La glandula digestiva

refleja claramente el perfil lipidico de la dieta (Stowasser et al., 2006; Fluckiger et al.,



2008). El aumento de lipidos del 23% de las dietas mixtas al 47% de la dieta de boga de
descarte sola no aumento significativamente el contenido lipidico de la glandula
digestiva, lo que sugiere que el maximo de deposicion de este 6rgano debe ser del 23%
o inferior. Por otro lado, el aumento de proteinas en el musculo de los pulpos
alimentados con dietas mixtas sugiere un efecto beneficioso de la grasa sobre el
crecimiento, asi como una buena utilizacion de los lipidos en esta especie, de acuerdo

con lo observado en el Exp. 1 de la presente memoria.

Tabla XII: Composicion bioquimica (% peso seco) de las dietas empleadas y

estimacion de las dietas mixtas (60-40% cangrejo-boga)

Cangrejo Cangrejo BD I Cangrejo Cangrejo
azul blanco entera : azul+BD blanco+BD
Lipidos  7.0+0.4° 6.8+1.3* 47.3+2.2° :23.1 23.0
Proteinas 83.0+2.2° 83.643.7°  46.8434° 1685 68.9
Humeda 79.4+1.5° 76409 63.0:2.8° 1728 71.0
d |
Cenizas  2.4+0.2 2.340.2 2.2+0.5 :2.3 2.2

Tabla XIII: Composicion bioquimica (% peso seco) de los tejidos de pulpo

Salvajes Cangrej ‘
) ~ Cangrejo
(inicial)  Cangrejo o Cangrej BD
blanco+B
azul azul+B o blanco entera
D
21.544. 45.6+4. 25.6+1.
Lipidos 19.5+0.6* 48.2+3.9° 45.5+6.1°
83 4b 8a
67.6£7. 68.8+0. 43.0+£3. 62.5+£2. 39.445.0° 42.3+5.5°
Proteinas
2b 4b 7a 4b
Humeda 70.7+4. 69.2+3. 57.0+2. 67.9+2. 57.4+3.0° 64.7+3.7®
d 7° 9b 1? 4°

Cenizas  1.8+0.1  2.0+0.1 1.5£0.2 1.720.2  1.5+0.1 1.6+0.2

Lipidos  5.5¢0.2 5.7+0.2  5.4+03 5.8+03 5.1+0.6 4.8+0.8
Proteinas 77.8+3.  78.3%0. 84.1£0. 78.0+3.  83.6+1.0" 81.3+1.

Muscul Glandula digest.




2° 9 3¢ 5° 0
Humeda 83.6+22 85.9+0.4 84.040.9 852+0.6 84.4+0.9 84.7+1.1
d
Cenizas  1.840.1 1.6+0.1 1.7+¢0.0 174021 1.6=0.1  1.7+0.0

Sorprendentemente, el cangrejo congelado generd mejores crecimiento que el cangrejo
fresco local, motivo por el cual se utilizard en futuros experimentos como base de la dieta
control. La boga de descarte, tanto entera como eviscerada, generd un crecimiento peor
del esperado (Socorro et al., 2005). Esto sugiere que el confinamiento podria tener un
efecto negativo sobre el crecimiento cuando se suministran dietas basadas exclusivamente
en pescado, a diferencia de dietas mixtas o basadas en crustdceos (Aguado Giménez and

Garcia Garcia, 2002; Garcia Garcia and Cerezo Valverde, 2006)
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2500 o=
2300 — ==
2100 2~ e

- ,, —’—’—
2 1900 }/’,{/
8 1700 ,¢=’__,/
S /
r‘/
1300 - %
1100 = . . . .
0 20 40 60
Dias

Fig. 26: Evolucion del peso a lo largo de 2 meses
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Tarea 2.1.4. Determinacion de la relacion proteina-lipidos 6ptima_

Introduccién

El engorde de pulpo comin ha dado resultados prometedores en los ultimos afos,
utilizando como dieta diferentes subproductos de la pesca y la acuicultura (Garcia
Garcia et al., 2009; Prato et al., 2010; Estefanell et al., 2011a). Sin embargo, un paso
previo fundamental para la implementacion del cultivo de esta especie es el desarrollo
de una dieta comercial que cubra sus requerimientos nutricionales. En este sentido,

varios autores han elaborado dietas semihtimedas obteniendo crecimientos similares a



los observados con dietas frescas troceadas (Rosas ef al., 2007; Quintana et al., 2008;
Estefanell ef al., 2011b). En todos los casos se emplearon materias primas hiumedas
(filete de pescado, carne de cangrejo, etc.) que fueron aglutinados con diferentes
compuestos comerciales. De hecho, el uso de estas dietas aglutinadas facilita el estudio
de los requerimientos nutricional de esta especie, ya que permite incorporar diferentes
nutrientes en las dietas para la realizacion de experimentos de nutricion

En el presente estudio se formularon 2 dietas basadas en filetes de boga salvaje con 2
niveles de lipidos. El contenido lipidico se obtuvo a partir de una mezcla de aceite de
pescado, aceites purificados en DHA, EPA y ARA, y colesterol, de modo que
presentase un perfil de 4cidos grasos y colesterol similar al cangrejo (Prato et al., 2010;

Estefanell et al., 2011a), la dieta natural de esta especie (Quetglas ef al., 1998).

Material y Métodos

Los pulpos salvajes fueron capturados por pescadores profesionales de la Cofradia de
Mogan (Sur de Gran Canaria) y transportados en tanques de 500 L hasta las
instalaciones del ICCM. La aclimatacion a condiciones de cultivo tuvo una duracion de
2 semanas en tanques rectangulares de 2 m®, mantenidos en circuito abierto, provistos
de guaridas (“T” de PVC) y malla de sombreo. Durante este periodo, los pulpos fueron
alimentados con una dieta mixta de cangrejo Portunus pelagicus y boga Boops boops.

El sistema de cultivo utilizado durante este estudio fue de tipo individual en tanques
compartimentados (Estefanell et al., 2011a, 2011b). Cada tanque rectangular de
aclimatacion fue dividido en 4 compartimentos de 0.8x1x0.5 m, aprox. 0.4 m’, con
malla negra de PVC de 1 cm de luz. Se seleccionaron 24 ejemplares macho (1062 + 238
g), que fueron alojados individualmente en 6 grupos homogéneos de 4 pulpos por
tanque. El sistema de cultivo fue en circuito abierto, manteniendo una renovacion
completa a la hora. En cada compartimento se incluy6 una guarida (T de PVC) y cada

tanque fue cubierto con malla de sombreo.

Se testaron 3 dietas, cada una suministrada en 2 tanques independientes (n = 8 pulpos
por dieta). Las dietas fueron las siguientes:

1. Pienso de alto contenido lipidico (Pienso AL)

2. Pienso de bajo contenido lipidico (Pienso BL)

3. Dieta control: boga Boops boops subproducto de la acuicultura, fresca (BD)



Los piensos se basaron en filete de boga salvaje, al que se le afiadieron diferentes
niveles de varios aceites purificados en ARA, EPA y DHA, aglutinados con alginato y
calcio (Cerezo Valverde ef al., 2008; Estefanell e al., 2011b). La formulacion empleada
se muestra en la Tabla XIV.

Los pulpos fueron alimentados una vez al dia (8:00 am) a saciedad (porciones
individuales de 40-60 g, 5% de su peso diario) y los restos no ingeridos fueron retirados
diariamente a las 13:00 y cada tanque sifonado para retirar las migas de pienso. Tanto
los restos no ingeridos como las migas fueron secados hasta peso constante a 105° C
para estimar la ingesta real y calcular el % de disgregacion de cada dieta, que fue
restado proporcionalmente de la ingesta de cada pulpo.

Al final del periodo de estudio (39 dias) los pulpos fueron sacrificados mediante
inmersion en agua-hielo, para ser posteriormente pesados y diseccionados. Se
determinaron los siguientes pardmetros biologicos: tasa de crecimiento absoluta (TCA,
g/dia), tasa de crecimiento estandar (TCE, %/dia), tasa de ingesta estandar (TIE, %/dia),
indice de conversion (IC). Ademas se extrajo la glandula digestiva para calcular el
indice de la glandula digestiva (IGD, %). Por ultimo, se calcularon la tasa de
disgregacion (D, %) y el incremento de biomasa (IB, %) por tanque (n = 2 por dieta).

Se determiné la composicion proximal de las dietas (un pool semanal, n = 6). Ademas
también se analiz6 el musculo (brazo izquierdo II) y la glandula digestiva al final del
periodo de estudio (n = 8). Los métodos analiticos siguieron los protocolos establecidos
por la AOAC (1997). Los acidos grasos fueron extraidos segin el protocolo de

Izquierdo et al. (1992).

Tabla XIV: Formulacion (g/kg) de los piensos AL y BL.

Pienso AL Pienso BL
Filete de Boga salvaje 573,5 592,0
Aceite de pescado 2,5 -
EPAS0 5,0 1,9
ARA Vevodar) 11,0 4,5
DHA 70 5,0 0,7
Colesterol 3,0 0,9
Alginato 20,0 20,0
Agua destilada 370,0 370,0

Calcio 10,0 10,0




Total 1.000,0 1.000,0

Finalmente, los datos fueron comparados estadisticamente mediante un ANOVA de 1
via, y cuando se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) se aplico el test de
Tukey para determinar las diferencias entre grupos (p < 0.05). En el caso del peso final
y los parametros bioldgicos se incluy¢ el peso inicial como covariable en el modelo, y
cuando se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) se aplico el test de

Bonferroni para determinar las diferencias entre grupos (p < 0.05).

Resultados y discusion

El pienso AL presenté un mayor contenido lipidico y energético, y un menor contenido
proteico y en humedad que el pienso BL (Tabla XV). La dieta control, la boga
“subproducto de la acuicultura”, presentd un mayor contenido proteico y energético que

los piensos, y un contenido lipidico similar al pienso AL (Tabla XV).

Tabla XV: Composicion proximal (% en peso seco) y Energia (KJ/100 g en peso

himedo) de las dietas

Pienso AL Pienso BL BD
Lipidos PS (%) 22,7+0,9° 13,3+0,8* 22,1£09°
Proteinas PS (%) 63,6 £0,9* 712+£1.2° 71,1+£1,2°
Humedad (%) 79,6 £0,4° 81,4+0,7 © 71,7+0,9*
Cenizas (%) 23+0,2° 24+£02° 1,6 £0,2°
Energia (KJ/100 g PH) 496 +12° 418 +15° 724 +£30 ¢

Los acidos grasos principales de las dietas, que representaron el 92% del total, se
muestran en la tabla XVI. Destaca el alto contenido en ARA, EPA y DHA en las dietas
formuladas en comparacion con la dieta control (boga).

Los pulpos alimentados con los piensos experimentales presentaron un crecimiento, un
IB y un peso final similar a los alimentados con la dieta control (Tabla 4). Estos
resultados confirman el adecuado valor nutricional de los piensos experimentales, de
acuerdo con estudios previos (Quintana et al., 2008; Estefanell et al., 2011b). Sin

embargo, la ingesta fue mayor en los ejemplares alimentados con el pienso AL (Tabla



XVII), posiblemente para compensar el menor contenido energético de la dieta. Al
contrario que en estudios previos, el IC no presentd diferencias significativas entre la
dieta control (fresca) y los piensos (Cerezo Valverde ef al., 2008; Quintana et al., 2008;

Estefanell et al., 2011b) (Tabla 4).

Tabla XVI: Perfil de 4cidos grasos de las dietas (% respecto al total de acidos grasos)

Pienso AL Pienso BL BD
14:0 1,9+0,1° 25+0,1° 32+02°¢
16:0 14,1+£0,3* 18,0+0,3° 19,1£0,8¢
16:1 n-7 1,9+0,1° 23+0,2° 42+0,2°
16:2n-4 0,6+0,0° 09+0,0° 0,3+0,1°
17:0 0,2+0,0° 0,3+0,0° 03+£0,0°
18:0 59+0,1° 6,5+0,1° 50+02°
18:1 n-9 159+0,1° 16,0+£0,3° 22,8+£0,7°
18:1 n-7 1,4+0,0° 1,7+0,1° 2,6+0,1°
18:1n-5 0,1+0,0° 0,1+0,0° 0,1 +0,0®
18:2 n-6 40+0,1° 3,7+0,1° 18,4+28¢
18:3n-3 0,5+0,0° 0,6 +0,0° 2,1+£02°
20:1 n-9 1,6£0,1° 2,1+0,1° 0,2+0,0°
20:2n-6 0,5+0,0° 0,5+0,0° 0,5+0,1%
20:4 n-6 13,1£0,3° 10,1 +£0,5° 0,8+0,1°
20:5n-3 9,5+0,2° 79+0,4° 3,6+0,5°
22:4 n-6 04+0,0° 04+0,0° 0,2+0,0°®
22:5 n-6 1,3+£0,0° 1,4+0,0°¢ 0,4+0,1°
22:5n-3 1,3+£0,0° 1,2+0,1° 1,3+£0,0°
22:6 n-3 17,5+0,3°¢ 159+04° 7,8+1,1°
" Saturados 233+04° 28,7+0,5° 284+ 1,1°
> Monoenos 229+0,2° 243+0,5° 334+0,3°



3 n-3 30,7+0,5°¢ 27,1+0,7° 164+1,6°
S n-6 21,6 +£04° 18,1+£0,5° 20,8 £2,7®
3 n-9 17,0 £0,1° 17,5+ 0,3 25,1£0,5°
S n-3 HUFA 29,0+0,5° 25,6+0,7" 133£1,7°
S n-6 HUFA 16.0+0.3¢ 129+0.6°" 1.5+02°

DHA/EPA 1,8+0,0° 20+0,1° 22402
DHA/ARA 1,3+£0,0a 1,6+0,1b 10,1£0,5¢
EPA/ARA 0,7+0,0 a 0.8+0,0b 47+03¢

Tabla XVII: Peso inicial, peso final, TCA, TCE, TIE, IC, IGD, D e IB en los pulpos

tras 39 dias de cultivo.

Control: Boga

Pienso AL Pienso BL

troceada
Peso inicial (g) 847 + 204 947 + 286 913 + 185
Peso final (g) 1269 + 243 1563 =480 1515 +£250
TCA (g/dia) 10.8£ 1.5 15.8+5.6 154+1.8
TCE (%/dia) 1.1+£0.2 1.3+£0.2 1.3+0.1
TIE (%/dia) 24+£05° 28+03" 24+02°
IC 23+£0.2 23+£0.3 1.9+0.1
IGD (%) 27+03* 33+£02%® 34+£04°
D (%)* 21.1+£0.9°¢ 16.6 +0.8° 41+0.1°
IB (%)* 50+8 65+ 12 66 £ 1

* Parametros calculados por tanque

La disgregacion fue mayor en los piensos en comparacion con la dieta fresca,

especialmente en la dieta AL (Tabla XVII), lo que pone de manifiesto la necesidad de

mejorar la textura de los piensos, de modo que se maximice la ingesta y se minimicen

los residuos organicos al medio. A pesar de no haber encontrado diferencias

significativas en crecimiento en los pulpos alimentados con el pienso AL y BL, los

resultados sugieren que posiblemente el optimo de lipidos-proteinas podria estar mas

cercano al 13-71% que al 23-64% en peso seco, aunque son necesarios mas



experimentos con dietas formuladas con diferentes niveles de lipidos y proteinas para

poder obtener un resultado concluyente.



INFORME RESUMEN CC CANARIAS
Grupo de investigacion ICCM-ULPGC (GIA)
Linea 1.1.: Acondicionamiento de reproductores y obtencion de puestas viables

OBJETIVOS INICIALES
Obtencion de un nimero suficiente de paralarvas para llevar a cabo los distintos ensayos
cultivo que se plantean en las Lineas 1.2, 1.3, 1.4y L.5.

OBJETIVOS ALCANZADOS
Se obtuvieron para realizar los diferentes ensayos.

METODOLOGIA

Los ejemplares que utilizados como reproductores fueron capturados anualmente por
pescadores artesanales con nasas, un arte especifico y selectivos que minimiza el
posible dafio. El volumen de los tanques de reproductores fue de 2 m’y los ejemplares
se estabularon en una relacion 2:1 macho/hembra. Los reproductores fueron
alimentados con una mezcla de crustidceos y pescado, suministrados diariamente ad
libitum. Cada hembra con puesta se aislé en tanques mas pequefios para facilitar su
monitorizacion. Al eclosionar las paralarvas, se realiz6 un conteo por volumetria previo
a su traslado a los tanques de cultivo.

Linea 1.2.: Sistema de cultivo de paralarvas utilizando un mesocosmos

OBJETIVOS INICIALES
Aplicacion de sistemas de cultivo mesocosmos para la produccion de juveniles de

pulpo.

OBJETIVOS ALCANZADOS
La utilizacion de este sistema de cultivo tuvo resultados prometedores sin llegar a la
fase bentonica.

Tarea: 1.2.1. Cultivo larvario de pulpo en sistema Mesocosmos con filosofia
extensiva.

METODOLOGIA

El tanque de 40 m’ se lleno con agua de mar previamente filtrada y esterilizada. Se
fertiliz6 con nutrientes (200g de nitrato puro y 20 g de fosfato) se introdujé un indculo
de fitoplancton (Nannocloropsis oculata), zooplancton  Brachionus plicatilis y
copépodos (Tisbe furcata) alcanzando una media de 150.000 cells/ml y >2 indv
zoop/ml. El agua del tanque se mantuvo en circuito cerrado, durante 10 dias antes de la
introduccion de las paralarvas, esta se produjo durante 5 dias consecutivos desde el dia
21/12/2011 de acuerdo a la eclosion diaria de una misma hembra, sembrando un total de
54.462 paralarvas con una densidad final de 1,3 indv/mL.

A partir del primer dia de la introduccién de las paralarvas se abri6 el circuito de agua
manteniendo una renovacion diaria de 5%/h que se incremento hasta llegar a un 100%/
hora al final de la experiencia al dia 30 de cultivo. Manteniéndose una temperatura
media de 19.8° C y un nivel disuelto de 7.0. Igualmente desde la introduccion de las



paralarvas se aport6 al tanque Artemia Al enriquecida con productos comerciales (Al
DHA Selco) manteniendo diariamente una concentracion en el tanque de 0,5 indiv/mL.
A partir del dia 20 se aporté microdieta comercial (50g/dia) (Genma Micra 150)
manualmente. Para estimar el crecimiento se recogieron datos de longitud total, longitud
y ancho del manto, ademas se determind el peso fresco y peso seco (100°C durante 24
h) de 10 larvas a los dias 0, 15 30 y 35. Para estimar la supervivencia, se realiz6 un
contaje individual de las paralarvas presentes al dia 35, cuando se di6 por finalizada la
experiencia.

RESULTADOS

Las larvas de pulpo cultivada en Mesocosmos presentaron unas migraciones diarias
muy marcadas en este sistema de cria, asi durante la primera hora de la mafiana se
podian observar las paralarvas nadando cerca de la superficie y paredes del tanque,
mientras que a medida que avanzaba el dia, se detecto una tendencia a migrar en
profundidad, la altura del tanque de cria (2,5m) parece favorecer este comportamiento
que podria ser reflejo de habitos naturales de esta especie. Respecto al crecimiento
observado, como se observa en las figuras 1 y 2, hay un crecimiento de todos los
parametros morfométricos observados hasta el dia 30 de vida, detectdndose un ligero
descenso a partir de esta etapa. Este hecho se ha asociado con la elevada mortalidad de
paralarvas durante esta etapa quedando al dia 35 tnicamente ejemplares que representas
los rangos de poblacion de menor tamafio que se apuntan podria ser los de menor edad.
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Figura 1. Evolucion de la talla de las paralarvas de pulpo en sistema de cultivo
Mesocosmos Semi-intensivo.
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Figura 2. Evolucion del peso de las paralarvas de pulpo en sistema de cultivo
Mesocosmos Semi-intensivo.

La supervivencia obtenida en esta primera experiencia fue muy modesta, 95 ejemplares
en fase pre-bentonica, lo que supone un 0,17%. Esta experiencia sin embargo ha servido
como acercamiento y aprendizaje del manejo de los tanques Mesocosmos para esta
especie, detectando diferentes aspectos de la zootecnia que sera necesario adaptar a las
condiciones de la cria larvaria de pulpo.

CONCLUSIONES

o Las larvas de pulpo cultivada en Mesocosmos presentaron unas migraciones
diarias muy marcadas en este sistema de cria.

o Alta mortalidad

. Crecimiento de todos los pardmetros morfométricos observados hasta el dia 30
de vida, detectandose un ligero descenso a partir de esta etapa.

Linea 1.3.: Sistema de cultivo intensivo de paralarvas utilizando como presas
Artemia enriquecida con fitoplancton y enriquecedores.

OBJETIVOS INICIALES
Obtenciéon de juveniles de pulpo empleando como alimento Artemia nutricionalmente
enriquecida

OBJETIVOS ALCANZADOS

No se obtuvieron juveniles bentonicos, sin embargo se obtuvo informacion sobre
protocolos de engorde de Artemia, asi como perfiles bioquimicos generados por
diversos sistemas de enriquecimiento.

Tarea 1.3.1. Engorde de Artemia a tallas adaptadas a la paralarva

METODOLOGIA

Para evaluar el efecto de los productos usados en el cultivo de Artemia ( Tetraselmis sp.,
y ORI-Culture) sobre su crecimiento y supervivencia, se procedid inicialmente a la
determinacion del contenido de la fraccion orgénica de estos productos y sus perfiles de



acidos grasos. Posteriormente se evaluo el crecimiento en longitud de la Artemia hasta
las 72 horas de engorde, supervivencia y efecto en su composicion bioquimica.

RESULTADOS

Crecimiento en longitud

El experimento de engorde de Artemia con Ori-Culture y Tetraselmis sp. se llevo a cabo
con Artemia recién eclosionada (24h) de longitud 0,78 = 0,17mm. A las 48 horas de
vida, no se encontraron diferencias significativas en el tamafio de las Artemia (P>0,05)
(Figura 3). Sin embargo se observaron diferencias significativas a las 72 horas y 96
horas de cultivo (P<0,05), con un mayor crecimiento de la Artemia cultivada con Ori-
Culture en comparacion a la alimentada con Tetraselmis sp.
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Figura 3: Evolucion de la longitud total de la Artemia cultivada con Ori-Culture y
Tetraselmis sp.

Supervivencia

Los datos de la supervivencia ilustrados en figura 4 muestran que aunque el porcentaje
de supervivencia de Art Ori-C es mas alto que en Art Tetra, a las 48 y 72 horas, no se
han observado diferencias significativas entre ellos (P>0,05). Sin embargo, estas
diferencias, si son significativas en a las 96 horas, con una mayor tasa de supervivencia
de la Art_Ori-C (Figura 4).
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Figura 4: Tasa de supervivencia de Artemia sp. cultivada con Ori-Culture y Tetraselmis
sp.

CONCLUSIONES

o Se observd un mayor crecimiento de la Artemia alimentada con Ori-Culture en
comparacion con la alimentada con Tetraselmis sp a partir de las 72h de cultivo.

o Se observd una mayor supervivencia de la Artemia alimentada con Ori-Culture
en comparacion a la alimentada con Tetraselmis sp a partir de las 96h de cultivo.

Tarea 1.3.2.5. Enriquecimiento de Artemia con emulsiones comerciales
METODOLOGIA

Enriquecimiento de Artemia: Basado en los resultados obtenidos en la experiencia
previa, se seleccion6 el engorde de Artemia con Ori-go, como protocolo estdndar para la
produccion de Artemia en las siguientes experiencias de cultivo de paralarvas. Se
plantea una experiencia destinada a evaluar el enriqueciemiento de artemia, para
proximas experiencias de alimentacion de las paralarvas con Artemia de 48 horas desde
dia 0 a 10 dias post eclosion (dpe) y Artemia de 96 horas desde 11 a 20dpe. En ambos
casos la Artemia sera enriquecida durante 24 horas con diferentes enriquecedores
comerciales, Easy DHA Selco® , Ori-Green®, y Ori-Prot®.

Determinacion de la Longitud total de Artemia: Al enriquecer Artemia recién
eclosionada (ARE) de 0,72 + 0,13mm, durante 24 horas con los distintos productos
testados, no se encontraron diferencias significativas en el tamano de las Artemia
(P>0,05) (Tabla I).

Tabla I: Longitud total (mm) de Artemia de 24horas (ARE) enriquecida con Selco
(AE S), Ori-Green (AE_OG) y Ori-Prot (AE_OP)
Longitud (mm)
ARE 0,72+0,13

AE S 0,79 +£0,16
AE O [0,72+0,13




G
AE OP | 0,76 £0,04

En el caso de Artemia cultivada con Ori-culture 96 horas, y posteriormente enriquecida
24 horas con los distintos enriquecedores probados, si se han observado diferencias
significativas en el tamafo (P<0,05), siendo la Artemia enriquecida con Ori-Green la
que presentd un tamafio significativamente menor que las enriquecidas con Selco, auque
sin diferencias respecto a la enriquecida con Ori-Prot (Tabla II).

Tabla II: Longitud total (mm) de Artemia de 96 horas enriquecida con Selco (AC-
OC _ES), Ori-Green (AC-OC _EOQG) y Ori-Prot (AC-OC EOP)

Longitud (mm)
AC-OC ES 1,28 +£0,17°
AC- 1,18 £0,13°

OC_EOG
AC-OC EOP | 1,26+0,22®

Supervivencia de Artemia de 96h enriquecidas 24h

Aunque las Artemia de 96h enriquecidas con Selco presentaron un mayor porcentaje de
supervivencia (Figura 5) que los demas, no se han observado diferencias significativas
entre ellos (P>0,05).
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Figura 5: Tasa de supervivencia de Artemia (ARE) enriquecida con Selco, Ori-Green
y Ori-Prot.

CONCLUSIONES



o La Artemia recién eclosionada (ARE) enriquecida durante 24 horas con los
distintos productos testados no presentaron diferencias significativas en tamafio ni en
supervivencia.

Tarea 1.3.2.6. Enriquecimiento de Artemia con emulsiones experimentales
METODOLOGIA

Con el fin de evaluar un mayor numero de enriquecedores en diferentes series se ha
construido un sistema que incluye el uso de recipientes troncoconicos de 4 L de
capacidad en un tanque de 500 L.

El protocolo de enriquecimiento seguido de manera comun para todas las emulsiones
testadas fue el siguiente: Se utilizaron tanques troncocdnicos con un volumen de 4 litros
donde se sembraron Artemia de diferentes edades a una concentracion de 250.000
Nauplios/l manteniendo una temperatura de 28.0°C y oxigeno disuelto superior a 5 ppm.
Para las pruebas de enriquecimiento se utilizo Artemia de diferentes edades: Al=
Artemia recién eclosionada; A2: Artemia 24 h'y A3: Artemia 48h. El enriquecimiento
se realizd por un periodo de 18 horas y a una concentracion de 0,6g enrich/litro. Una
vez transcurrido este periodo, se cosecho el contenido total de cada botella, lavando con
agua del mar filtrada y esterilizada y contabilizando el n° de artemias vivas. Cada
tratamiento se ensayo por triplicado, determinando la talla y supervivencia de Artemia
diariamente.

Enriquecedores experimentales: La composicion bioquimica de las presas aceptadas
por las paralarvas de pulpo (Zoeas de centollas, Zoeas de cangrejos, mysis de
camarones, copépodos, misidaceos , etc...) asi como de las paralarvas recién
eclosionadas, ha ofrecido importante informacion acerca de las necesidades
nutricionales de la paralarva de pulpo. En particular, estas primeras experiencias se han
dirigido a modificar el contenido de 4cido Araquidonico en la artemia enriquecida
evaluando 5 niveles de ARA (0-15% TFA), en diferentes emulsiones experimentales y
en diferentes estadios de desarrollo de la Artemia (48, 72 y 96 horas post eclosion).
RESULTADOS

Los resultados de estas experiencias demuestran que el tipo de enriquecedor no presentd
un efecto significativo sobre las supervivencia de la Artemia independientemente de la
edad: A1 (81-90%). A2 (51-60%) y A3 (40-55%). Sin embargo, se observa un marcado
efecto de la edad de la Artemia sobre la supervivencia al proceso de enriquecimiento,
cayendo desde una media de 85% en la A1 hasta 45% en la A3.
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Figura 6: Supervivencia de la Artemia enriquecida con niveles crecientes de ARA (Al:
Artemia0+18h enrich; A2: Artemia 24 h+18h enrich; A3: Artemia 48h+18h enrich)

Del mismo modo, se puede observar que el tipo de enriquecedor no presentd un efecto
significativo sobre el crecimiento de la Artemia. Que se incremento de la misma forma
en todos los enriquecedores testados desde 720 micras al eclosionar hasta 890 micras en
la Artemia A3.
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Figura 7: Crecimiento de la Artemia Enriquecida con niveles crecientes de ARA.

CONCLUSIONES

o El tipo de enriquecedor no presentd un efecto significativo sobre el crecimiento
no sobre la supervivencia de la Artemia dentro de cada clase de edad.

o Se observa un marcado efecto de la edad de la Artemia sobre la supervivencia al

proceso de enriquecimiento por edades, cayendo desde una media de 85% en la Al
(24h) hasta 45% en la A3 (96h).

Tarea 1.3.3. Cultivo de paralarvas.

METODOLOGIA



Se realiz6 una experiencia de cultivo larvario en condiciones intensivas donde se ha
evaluado el efecto de los diferentes enriquecedores experimentales anteriormente
mencionados.

Para determinar con mayor exactitud el efecto sobre la supervivencia final se ha
utilizado un protocolo de siembra donde se han contado individualmente el n° de
paralarvas iniciales sembrados (2000 indiv / tanque) a las que se les ha suministrado
Artemia enriquecida a una densidad de 0.5 Artemia/ml. Cada dieta se ha evaluada por
triplicado, en tanques de 200 litros, con fotoperiodo 12 h luz - 12 h oscuridad. La
Artemia se ha suministrado 2 veces al dia manteniendo la renovacién en un 50% diario.
Diariamente se ha sifonado el fondo de los tanques para evaluar la mortalidad. Se han
recogido muestras para andlisis bioquimico al comienzo y final del periodo de
experimentacion y se ha determinado el peso humedo y seco de paralarvas recién
eclosionadas y en los momentos de control en muestras de 15 paralarvas/ tanque. Para
realizar esta medida las paralarvas se mantendran 5 minutos en papel secante antes de su
pesado. Para determinar el peso seco, estas mismas paralarvas se mantendran 24 horas
en la estufa a 100°C, o hasta peso constante. Igualmente se han determinado la longitud
Total, Longitud del Manto y anchura del manto los dias 0, 10 y 15.

RESULTADOS

El efecto del enriquecimiento no ha aportado un resultado concluyente, puesto que no
existen diferencias significativas en peso seco ni supervivencia entre los tratamientos
ensayados (Figuras 8 y 9). Es de destacar la elevada mortalidad larvaria durante los
primeros 15 dias de cultivo registrandose mas del 70% de las bajas independientemente
del tratamiento en los primeros diez dias de cultivo.
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Figura 8. Supervivencia final (15dah) de las paralarvas de pulpo alimentadas con
Artemia Enriquecida con niveles crecientes de ARA.
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Figura 9. Evolucion del peso seco de las paralarvas de pulpo alimentadas con Artemia
Enriquecida con niveles crecientes de ARA.

CONCLUSIONES

o El efecto del enriquecimiento no ha aportado un resultado concluyente, puesto
que no existen diferencias significativas en peso seco ni supervivencia entre los
tratamientos ensayados

Tarea 1.3.5. Analisis bioquimica de Artemia _enriquecidas v paralarvas

METODOLOGIA
Los protocolos analiticos fueron los establecidos en la memoria del proyecto.
RESULTADOS

1.3.5.1. Composicion bioquimica de los productos empleados en el engorde de
Artemia y de la Artemia engordada:

a) Productos: Tetraselmis sp., y Ori-Culture

Se han encontrado diferencias significativas en el contenido de lipidos totales y
proteinas de Tetraselmis sp., y Ori-Culture (P<0,05) (Tabla III). Asi, el porcentaje de
lipidos y proteinas de Ori-Culture, fue de 23,07+0,05% y 59,88+0,01%
respectivamente, mientras que en el caso de Tetraselmis sp. fueron significativamente
mas bajos en ambos casos, con un valor de 14,83+0,06 % y 41,85+0,02 % en el
contenido de lipidos totales y proteinas respectivamente.

Tabla III: Contenido y porcentaje de la fraccion organica en Ori-Culture y Tetraselmis
Las proteinas y los lipidos estan expresados en (% de peso seco). Los datos representan
medias (n=3) y desviacion tipica



Humedad (%) | Lipidos totales (%) | Proteinas (%) | Cenizas (%)
ORI-Culture 5,87 +0,56" | 23,07+0,05* 59,88 +£0,01°* | 7,33 £0,07*°
Tetraselmis sp. | 6,78 £0,03° | 14,83 £0,06" 41,85+0,02° | 15,22 +0,04°

b) Artemia engordada con ORI-Culture y Tetraselmis sp. :
En la tabla siguiente (Tabla IV) se muestran los resultados de andlisis de la fraccion
orgéanica de Artemia cultivada con Ori-Culture y Tetraselmis.

Tabla IV: Contenido y porcentaje de la fraccion orgénica en Artemia cultivada
con Ori-Culture y Tetraselmis sp.

Humedad Lipidos totales (%) | Proteinas (%) | Cenizas (%)
(%0)

ARE 87,74 + 0,68 17,88 £0,51 56,96 £ 0,04 | 0,85 +0,09
Art Ori-C 48H | 84,75 +0,24° 18,35 £ 0,03° 59,18 £0,07* | 0,66 £ 0,02*
Art Tetra 48H | 87,65+ 0,67 22,43 +£0,09° 57,72+ 0,01° | 0,65 +0,02°
Art Ori-C 72H | 84,04 +1,10° 17,05 £ 0,24° 61,88 £0,05* | 0,67 £0,02*
Art Tetra72H | 86,78 £0,1° 18,44 +0,36° 58,19+0,08" | 0,78 +0,01°
Art Ori-C 96H | 84,74 £0,21* 16,47 +£0,47° 64,97 £ 0,03* | 0,79 £ 0,05*
Art Tetra 96H | 86,29 + 0,07 18,12 +£0,23° 58,83 £0,01° | 0,76 = 0,05"

En general, la Artemia reflej6 la composicion bioquimica de la dieta en proteinas. Asi,
la Artemia cultivada con Ori-Culture presentaron el mayor contenido de proteinas. Sin
embargo, la Artemia cultivada con Tetraselmis sp. fué la que presentd un contenido
significativamente mas alto de lipidos entre los dos grupos (P<0,05).

1.3.5.2. Composicion bioquimica de los productos empleados y de la Artemia
enriquecida con emulsiones comerciales

a) Enriquecedores comerciales: SELCO, ORI-Green, ORI-Prot

La tabla siguiente, muestra la composiciéon bioquimica proximal de los diferentes
productos testados (Tabla V). Los resultados muestran que el porcentaje de los lipidos
totales del Selco es significantemente mas alto que el de ORI-Green y ORI-Prot,
respectivamente (P<0,05). Mientras que, el Ori-Green tiene el porcentaje en proteinas
significativamente mas alto, seguido por el Ori-Prot y el Selco (P<0,05), En cuanto al
contenido de cenizas, los tres productos también presentan una composicion
significativamente diferente.

Tabla V: Contenido y porcentaje de la fraccion organica en los enriquecedores de
Artemia. Las proteinas y los lipidos estan expresados en (% de peso seco)

Humedad (%) | Lipidos totales (%) Proteinas Cenizas (%)

(%)
SELCO 33,35 +£0,23° 91,65+0,11° 1,48 +0,05* | 0,33 +0,02*
ORI-Green | 5,03 +0,07° 36,91 +0,06° 58,04 +0,06° | 10,85 + 0,04°
ORI-Prot 524 +0,13° 29,4 £0,07¢ 43,83 £0,03° | 6,65+0,03¢

b) Artemia enriquecida con emulsiones comerciales

Los resultados relativos a los perfiles de lipidos y proteinas de Artemia recién
eclosionada y Artemia cultivada 96 horas con Ori-Culture, ambos enriquecidas 24 horas
con los diferentes productos citados se muestran en la tabla (Tabla VI). De forma
general, en la Artemia de 24h enriquecida, se ha observado un aumento significativo



(P<0,05) en el porcentaje de proteinas con respecto a la Artemia recién eclosionada
enriquecida con los tres productos. Siendo este valor mas elevado en el caso de la
Artemia enriquecida con Ori-Green y Ori-Prot respecto al Selco. También, se puede
ver una disminucién significativa (P<0,05) en el porcentaje de lipidos totales de las
Artemia de los tres grupos, siendo mas elevada en el caso de Artemia enriquecida con

Ori-Prot.

Tabla VI: Contenido y porcentaje de la fraccion organica de la Artemia enriquecida.
Las proteinas y los lipidos estan expresados en (% de peso seco)

Humedad (%) Lipidos (%) Proteinas (%) | Cenizas (%)

ARE 87,74 £ 0,68 17,88 £ 0,51 56,96 = 0,04 0,85+ 0,09
Artemia recién eclosionada enriquecida 24 horas (ler dia........ dia 10)

AE S 24H 73,42 +0,02° 16,69 + 0,14* 57,42+0,02* | 2,72+ 0,07
AE OG 24H 88,79 £0,07° 16,56 £ 0,21° 64,79 £ 0,05° 1,51 +£0,02°
AE OP 24H 89,24 +0,1° 12,92 +0,37° 64,11 £ 0,04° 1,51 +£0,08°
Artemia cultivada 96 horas en Ori-Culture y enriquecida 24 horas (Dia 10........ dia 20)
AC-OC ES 82,77 +0,18" 23,24+ 0,27 51,09+£0,01* | 2,76 £ 0,05°
AC-OC EOG 84,76 + 0,26" 12,53 +£0,3" 60,11 +0,03° 2,59 +0,07°
AC-OC EOP 84,59 +0,32° 14,74 £ 0,36¢ 67,24 +0,04¢ 2,49 +£0,07°

En el caso de Artemia cultivada con Ori-Culture 96h y enriquecida 24h con los tres
productos, también se han observado diferencias significativas en el porcentaje de
lipidos totales y proteinas entre los tres grupos. La Artemia (AC-OC_EOP) es la que
presenta el mayor contenido en proteinas con 67,24 + 0,04 %, y la Artemia (AC-
OC _ES) es la que presenta el mayor contenido en lipidos totales.

Tarea 1.3.5.3. Analisis bioquimico de paralarvas

Los resultados de perfil lipidico de las larvas alimentadas con diferentes niveles de
ARA en la Artemia mostraron que en todos los casos hay un claro aumento del
contenido lipidico en las paralarvas. En particular, se detecta un ascenso de 4cidos
grasos monoinsaturados y en particular el acido oleico, lo cual se correlaciona con el
perfil lipidico de la Artemia enriquecida. Respecto al contenido de n-3 y n-3 HUFA no
se ha podido establecer un patrén claro entre el contenido observado en las larvas y el
suministrado en la dieta. De la misma manera el contenido de ARA en las larvas
tampoco sigue un patron fijo que se correlacione con el contenido de este en la Artemia,
si bien en todos los casos se observa una reduccion de ARA respecto al contenido
inicial en las paralarvas.

Tabla VII: Lipidos totales (en % de peso seco) y perfil de los &cidos grasos de las
paralarvas de pulpo comun alimentadas con niveles crecientes de ARA durante 15 dias.

Eclosion 0% 5% 7.5% 12.5% 15%

ARA ARA ARA ARA ARA

Lipidos (PS) 14.04 25.23 28.08 22.04 25.97 24.34
XSaturados 31.29 25.79 44.29 42.94 29.35 42.83
XMonoinsaturados  22.28 32.79 39.48 26.84 26.65 28.51
2n-3 27.05 29.35 6.89 18.81 29.71 17.07
2n-6 11.76 8.85 5.47 7.43 11.26 7.85



2n-9 18.78 22.77 26.55 17.45 17.32 17.36

>n-3HUFA 26.16 16.22 2.36 12.25 17.24 9.11
14:0 1.27 0.68 1.16 1.23 0.95 1.08
16:0 24.78 14.96 25.37 23.87 16.54 23.34
16:1 n-7 0.44 1.50 1.79 1.57 1.75 1.51
18:0 4.68 9.26 16.42 16.61 10.89 17.15
18:1 n-9 13.27 21.98 25.49 16.59 16.62 16.45
18:1 n-7 1.65 5.31 6.53 4.12 4.40 5.37
18:2 n-6 2.54 5.04 3.69 4.79 5.71 3.53
18:3n-3 0.45 12.32 4.21 5.15 11.07 7.20
20:1 n-9 4.68 0.20 0.27 0.19 0.18 0.22
20:4n-6 6.81 241 0.83 1.74 4.36 3.08
20:5n-3 8.68 5.67 0.68 3.75 5.13 2.83
22: 6n-3 14.31 8.50 1.06 7.28 10.51 5.29
DHA/22:5 n-6 21.23 18.42 17.25 35.63 29.38 25.82
EPA/ARA 1.31 2.35 0.82 2.16 1.18 0.92
DHA/EPA 1.65 1.50 1.57 1.94 2.05 1.87
DHA/ARA 2.14 3.52 1.28 4.18 2.41 1.71
oleico/DHA 0.94 2.59 23.96 2.28 1.58 3.11
oleico/n-3HUFA 0.51 1.35 10.79 1.35 0.96 1.80
n-3/n-6 2.31 3.32 1.26 2.53 2.64 2.17
CONCLUSIONES

o La Artemia cultivada con Ori-Culture presentaron el mayor contenido de

proteinas. Sin embargo, la Artemia cultivada con Tetraselmis sp. fue la que presentd un
contenido significativamente mas alto de lipidos.

o En cuanto a los enriquecedores comerciales, la Artemia de 24h presenta un
aumento significativo (P<0,05) en el porcentaje de proteinas con respecto a la Artemia
recién eclosionada, independientemente del productos utilizado. Sin embargo el valor es
mas elevado en el caso de la Artemia enriquecida con Ori-Green y Ori-Prot respecto al
Selco. También, se puede ver una disminucidn significativa (P<0,05) en el porcentaje
de lipidos totales de las Artemia de los tres grupos, siendo mas elevada en el caso de
Artemia enriquecida con Ori-Prot.

o En cuanto a las paralarvas alimentados con Artemia enriquecida con niveles
crecientes de ARA, los resultados de acidos grasos no muestran una relacion clara entre
dieta y paralarva, a pesar del aumento significativo del contenido lipidico de las
mismas, por lo tanto no es posible establecer conclusiones sobre este apartado.

Tarea 1.3.6. Analisis histologicos de paralarvas.

Las muestras fueron recogidas a los 10 y 15 dias de cultivo en el experimento de
Artemia alimentada con enriquecedores experimentales con niveles crecientes de ARA.



METODOLOGIA
Las paralarvas fueron fijadas en parafina y tefiidas con Hematoxilina y Eosina (H&E),
(Martoja y Pearson, 1970) para su evaluacion visual.

RESULTADOS

A dia 10 de cultivo se observd un aumento de pequenas vacuolas eosinofilas (vacuolas
enzimaticas) (Budelmann et al. 1997) en la glandula digestiva de paralarvas alimentadas
con Artemia enriquecida con los tratamientos ARA-7.5%, ARA-12.5% y ARA-15%,
ausentes en aquellas en los tratamientos de ARA-0% y ARA-5%. Dicho aumento se

observo a dia 15 de cultivo Unicamente en paralarvas alimentadas con los tratamientos
de Artemia enriquecida con ARA 12.5% and ARA-15%.
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Figura 10: Glandula digestiva en paralarvas alimentadas con Artemia 12,5 % ARA a
dia 10 (A) y a dia 15 (B) de cultivo

CONCLUSIONES
o El aumento de vacuolas digestivas en paralarvas alimentadas con Artemia

enriquecida con 12,5% y 15% de ARA a dia 15 de cultivo sugiere que el ARA favorece
la fisiologia digestiva de esta especie.

Linea 1.4.: Sistema de cultivo intensivo de paralarvas utilizando como presa
Artemia y dietas inertes.
OBJETIVOS INICIALES

Desarrollo de microdietas con el propdsito de estudiar la aceptacion por parte de las
paralarvas y sus posibles efectos sobre la viabilidad del cultivo.

OBJETIVOS ALCANZADOS
Se desarrollé una microdieta especifica para paralarvas con buena aceptacion.
Tarea 1.4.1.: Desarrollo y ensayo de micro-dietas inertes

METODOLOGIA



De acuerdo al plan de trabajo inicial, durante la anualidad 2011 se han realizado las
experiencias de formulacion y desarrollo de microdietas para pulpo. En una segunda
fase se han realizado las primeros test de estas microdietas en el cultivo larvario en
condiciones intensivas. Al igual que en otras actividades en las que participa el grupo de
Canarias-ICCM, la limitacion en la obtencion de paralarvas, ha limitado el desarrollo de
una experiencia de cultivo larvario en esta linea de trabajo. Si bien, durante los meses de
Julio/agosto la coordinacién con el equipo de IEO-Vigo permiti6 la realizacion de un
ensayo preliminar donde una microdieta formulada y elaborada e por el grupo de
Canarias (MD Vigo) se testd en comparacion con una dieta comercial (Genma Micra
Skretting).

Las condiciones de este ensayo y resultados se presentaron conjuntamente con el equipo
del IEO de Vigo.

En el caso de los ensayos realizados en Canarias, estos han empleado una metodologia
similar a la de las experiencias de alimentacion exclusiva con Artemia evaluando el
efecto de las mismas microdietas que se enviaron al Grupo de IEO-VIGO. El protocolo
de cultivo se describe a continuacidon: para determinar con mayor exactitud el efecto
sobre la supervivencia larvaria se ha utilizado un protocolo de siembra donde se han
contado individualmente el n° de paralarvas iniciales sembradas (100 indiv / tanque)
utilizando larvas de 30 dias de edad. Las paralarvas a las que se les ha suministrado
artemia enriquecida a una densidad de 0.5 artemia/ml y 2 gramos de MD cada hora
durante las horas de luz. Cada dieta se ha evaluada por cuadriplicado, en tanques de 200
litros, con fotoperiodo 12 h luz - 12 h oscuridad. La Artemia se ha suministrado 2 veces
al dia manteniendo la renovacion en un 50% hora. Diariamente se ha sifonado el fondo
de los tanques para evaluar la mortalidad. Se han recogido muestras para analisis
bioquimico al comienzo y final del periodo de experimentacion y se ha determinado el
peso himedo y seco de paralarvas recién eclosionadas y en los momentos de control en
muestras de 15 paralarvas/ tanque. Para determinar el peso seco, estas mismas
paralarvas se mantuvieron 24 horas en la estufa a 100°C, o hasta peso constante.
Igualmente se han determinado la longitud Total, Longitud del Manto y anchura del
manto los dias 30 y 39.

RESULTADOS

Los primeros resultados de esta experiencia demuestran que la MD experimental (MD
Vigo) presentaron una mejor supervivencia larvaria en comparacion con la MD
comercial. Sin embargo esta relacion se invierte sobre el efecto del crecimiento, lo cual
se ha relacionado con una supervivencia en el caso de la MD comercial con aquellos
ejemplares de mayor tamafo.

Supervivencia MD Vigo y Genma
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Figura 11. Supervivencia final de las paralarvas de pulpo alimentadas con Microdieta
Vigo y Microdieta Genma.
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Figura 12. Evolucion del pesop seco (mg) de las paralarvas de pulpo alimentadas con
Microdieta Vigo y Microdieta Genma.

CONCLUSIONES

. Las paralarvas alimentados con la microdieta experimental presentaron una
mayor supervivencia.

. El mayor peso seco final de las paralarvas alimentadas con la microdieta
comercial se relaciona con la mayor supervivencia de los ejemplares mas grandes.

Linea 2.1. Requerimientos nutritivos del pulpo de roca.
Crecimiento de pulpo O. vulgaris con dietas alternativas.

OBJETIVOS INICIALES

Avanzar en el conocimiento general de los requerimientos de proteina y aminoacidos,
de lipidos totales, clases de lipidos y acidos grasos, y de minerales especificos en el
pulpo de roca.

OBJETIVOS ALCANZADOS
Se obtuvo una primera aproximacion al perfil ideal de lipidos y proteinas en una dieta
formulada para pulpo comun.

METODOLOGIA

Se testaron 5 dietas frescas, cada una sobre 8 pulpos, mantenidos en compartimentos
individuales de 200 1. La temperatura y oxigeno medio fue 19.4£1.5°C y 6.9£0.5 ppm
respectivamente.

Las dietas fueron las siguientes:



Cangrejo azul Portunus pelagicus

Cangrejo azul Portunus pelagicus + Boga de descarte (60-40%)

Cangrejo Blanco Plagusia depressa

Cangrejo Blanco Plagusia depressa + Boga de descarte (60-40%)

Boga de descarte entera

. Boga de descarte eviscerada

El Cangrejo Blanco Plagusia depressa fue proporcionado fresco por pescadores locales,
mientras que el Portunus pelagicus fue comprado congelado.

Se calcularon los siguientes parametros (Tabla XI): incremento de peso diario (IPD=(P¢~
P)/t) e ingesta diaria (ID=AI*100/(t*(P+P;)); donde “Ps’ es peso final, “P;” es peso
inicial, “t” es n® de dias y “AI” es alimento ingerido en g. La mortalidad, la temperatura
y el oxigeno disuelto fueron se evaluaron diariamente.

Los piensos y los tejidos de pulpo (musculo y glandula digestiva) fueron analizados
bioquimicamente siguiendo los criterios de la AOAC (1997): lipidos totales (Folch et
al., 1957), proteinas totales (método de Kjeldahl), humedad (peso constante a 105°C) y
cenizas (combustion a 600°C).
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RESULTADOS

En general las dietas que incluian P. pelagicus generaron una mayor ingesta respecto a los
demas tratamientos. Sin embargo no hubo diferencias estadisticas en cuanto al
crecimiento entre ninguna de las dietas que contenian crustaceos (Tabla VIII). Las dietas
mixtas (crustaceo+boga de descarte) siempre generaron un crecimiento superior al
crustdceo o la boga sélo, lo que pone de manifiesto que la combinacidén cangrejo-boga
posiblemente cubra mejor los requerimientos nutricional de esta especie.

Tabla VIII: Peso inicial, IDE, IPD e IC tras 8 semanas de cultivo

Cangrejo Cangrejo Cangrejo Cangrejo BD BD
azul azul+BD blanco blanco+BD entera eviscerada
Peso inicial (g) 12324303 1145+167 1107+241 1185+281 1150+182 11824258
ID (%/dia) 4.0+0.8¢ 3.6+0.2% 2.9+0.4%® 2.7+0.4° 2.4+0.6° 2.440.5°
IPD (g/dia) 17.243.7% 23.748.7¢ 14.0+3.4%¢ 17.5+3.5%¢ 12.0+5.5% 10.1+4.0°
(S(,Z‘)’em"enc' 100 100 100 87.5 100 87.5

Los resultados de composicion bioquimica de las dietas se reflejan en la tabla XIX.
Ambas especies de cangrejo presentan casi el doble de proteinas que la boga de
descarte, que a su vez presente un mayor contenido lipidico, 8 veces superior a los
cangrejos. Debido a que la boga eviscerada no mejord el crecimiento respecto a la boga
entera, se decidio no analizar dicha dieta por no aportar datos significativos de cara al
engorde de pulpo. La estimacion de ambas dietas mixtas refleja un perfil similar, con un
contenido proteico y lipidico intermedio entre las monodietas de cangrejos y boga de
descarte.

Tabla XIX: Composicion bioquimica (% peso seco) de las dietas empleadas y
estimacion de las dietas mixtas (60-40% cangrejo-boga)

Cangrejo Cangrejo BD Cangrejo Cangrejo
azul blanco entera azul+BD blanco+BD

Proteinas 83.0+2.2° 83.6+3.7° 46.8+3.4° 68.5 68.9

I
I
Lipidos 7.0+£0.4* 6.8+1.3* 47.3+£2.2° : 23.1 23.0
Humeda 79.4+1.5° 76.4+0.9° 63.0+2.8* : 72.8 71.0



d I
Cenizas 2.44+0.2 2.340.2 2.240.5 l 2.3 2.2

Finalmente, la composicién bioquimica inicial de pulpos salvajes y final de los pulpos
alimentados con las distintas dietas se muestran en la tabla X. La glandula digestiva
refleja claramente el perfil lipidico de la dieta. El aumento de lipidos del 23% de las
dietas mixtas al 47% de la dieta de boga de descarte sola no aumento significativamente
el contenido lipidico de la gldndula digestiva, lo que sugiere que el maximo de
deposicion de este 6rgano debe ser del 23% o inferior. Por otro lado, el aumento de
proteinas en el musculo de los pulpos alimentados con dietas mixtas sugiere un efecto
beneficioso de la grasa sobre el crecimiento, asi como una buena utilizacion de los
lipidos en esta especie.

Tabla X: Composicion bioquimica (% peso seco) de los tejidos de pulpo

Salvajes Cangrejo

. Cangrejo Cangrejo Cangrejo BD
(inicial) azul azul+BD  blanco blan]c)oJrB entera
% Lipidos 21'§f4' 19.5+0.6* 45'2?:4' 25'86f1' 48.243.9"  45.5+6.1°
'%I . 67.6+£7. 68.840. 43.0£3. 62.5+2. 39.4+£5.0° 42.3+5.5°
= Proteinas b 4b 7 4
=
2 70.7+4.  69.2+£3. 57.0£2. 67.9+2. 57.4+3.0° 64.7£3.7*
& Humedad b ob 18 4b
© Cenizas 1.8£0.1 2.0+£0.1 1.540.2 1.7+0.2 1.5+0.1 1.6+0.2
Lipidos 5.540.2 57402  5.4+0.3 5.8+0.3 5.1+£0.6 4.8+0.8
% . 77.8+£3. 78.3+0. 84.1+0. 78.0+3. 83.6x1.0™  81.3+l.
! Proteinas 20 geb 3¢ 5 0ebe
§ Humedad 83.6+£2.2 85.9+0.4 84.0£0.9 85.2+0.6 84.4+09  84.7+1.1

Cenizas 1.8£0.1  1.6+0.1 1.7£0.0  1.7+02.1 1.6+0.1 1.7£0.0

Sorprendentemente, el cangrejo congelado gener6 mejores crecimiento que el cangrejo
fresco local, motivo por el cual se utilizard en futuros experimentos como base de la dieta
control. La boga de descarte, tanto entera como eviscerada, generd un crecimiento peor
del esperado. Esto sugiere que el confinamiento podria tener un efecto negativo sobre el
crecimiento cuando se suministran dietas basadas exclusivamente en pescado, a diferencia
de dietas mixtas o basadas en crustaceos.

CONCLUSIONES

o Los resultados sugieren que la boga de descarte de acuicultura es un excelente
alimento para sub-adultos de pulpo comun.

o Sin embargo, la dieta mixta boga-cangrejo azul generé un mayor crecimiento,
sugiriendo su mayor valor nutricional. Esta informacion es de gran utilidad para la
formulacion de dietas artificiales.

Tarea 2.1.4. Determinacion de la relacion proteina-lipidos 6ptima_
METODOLOGIA

Los pulpos salvajes fueron capturados por pescadores profesionales de la Cofradia de
Mogéan (Sur de Gran Canaria) y transportados en tanques de 500 L hasta las



instalaciones del ICCM. La aclimatacion a condiciones de cultivo tuvo una duracion de
2 semanas en tanques rectangulares de 2 m®, mantenidos en circuito abierto, provistos
de guaridas (“T” de PVC) y malla de sombreo. Durante este periodo, los pulpos fueron
alimentados con una dieta mixta de cangrejo Portunus pelagicus y boga Boops boops.
El sistema de cultivo utilizado durante este estudio fue de tipo individual en tanques
compartimentados. Cada tanque rectangular de aclimatacion fue dividido en 4
compartimentos de 0.8x1x0.5 m, aprox. 0.4 m’, con malla negra de PVC de 1 cm de luz.
Se seleccionaron 24 ejemplares macho (1062 + 238 g), que fueron alojados
individualmente en 6 grupos homogéneos de 4 pulpos por tanque. El sistema de cultivo
fue en circuito abierto, manteniendo una renovacién completa a la hora. En cada
compartimento se incluy6 una guarida (T de PVC) y cada tanque fue cubierto con malla
de sombreo.

Se testaron 3 dietas, cada una suministrada en 2 tanques independientes (n = 8 pulpos
por dieta). Las dietas fueron las siguientes:

1. Pienso de alto contenido lipidico (Pienso AL)
2. Pienso de bajo contenido lipidico (Pienso BL)
3. Dieta control: boga Boops boops subproducto de la acuicultura, fresca (BD)

Los piensos se basaron en filete de boga salvaje, al que se le afiadieron diferentes
niveles de varios aceites purificados en ARA, EPA y DHA, aglutinados con alginato y
calcio. La formulacion empleada se muestra en la Tabla XI.

Los pulpos fueron alimentados una vez al dia (8:00 am) a saciedad (porciones
individuales de 40-60 g, 5% de su peso diario) y los restos no ingeridos fueron retirados
diariamente a las 13:00 y cada tanque sifonado para retirar las migas de pienso. Tanto
los restos no ingeridos como las migas fueron secados hasta peso constante a 105° C
para estimar la ingesta real y calcular el % de disgregacion de cada dieta, que fue
restado proporcionalmente de la ingesta de cada pulpo.

Al final del periodo de estudio (39 dias) los pulpos fueron sacrificados mediante
inmersion en agua-hielo, para ser posteriormente pesados y diseccionados. Se
determinaron los siguientes parametros bioldgicos: tasa de crecimiento absoluta (TCA,
g/dia), tasa de crecimiento estandar (TCE, %/dia), tasa de ingesta estandar (TIE, %/dia),
indice de conversion (IC). Ademas se extrajo la glandula digestiva para calcular el
indice de la glandula digestiva (IGD, %). Por ultimo, se calcularon la tasa de
disgregacion (D, %) y el incremento de biomasa (IB, %) por tanque (n = 2 por dieta).

Se determiné la composicion proximal de las dietas (un pool semanal, n = 6). Ademas
también se analiz6 el musculo (brazo izquierdo II) y la glandula digestiva al final del
periodo de estudio (n = 8).

Tabla XI: Formulacion (g/kg) de los piensos AL y BL.

Pienso AL Pienso BL
Filete de Boga salvaje 573,5 592,0
Aceite de pescado 2,5 -
EPA50 5,0 1,9
ARA Vevodar) 11,0 4,5
DHA 70 5,0 0,7
Colesterol 3,0 0,9
Alginato 20,0 20,0
Agua destilada 370,0 370,0
Calcio 10,0 10,0

Total 1.000,0 1.000,0




Finalmente, los datos fueron comparados estadisticamente mediante un ANOVA de 1
via, y cuando se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) se aplico el test de
Tukey para determinar las diferencias entre grupos (p < 0.05). En el caso del peso final
y los pardmetros biologicos se incluy6 el peso inicial como covariable en el modelo, y
cuando se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) se aplico el test de
Bonferroni para determinar las diferencias entre grupos (p < 0.05).

RESULTADOS

El pienso AL presenté un mayor contenido lipidico y energético, y un menor contenido
proteico y en humedad que el pienso BL (Tabla XII). La dieta control, la boga
“subproducto de la acuicultura”, presentd un mayor contenido proteico y energético que
los piensos, y un contenido lipidico similar al pienso AL (Tabla XII).

Tabla XII: Composicién proximal (% en peso seco) y Energia (KJ/100 g en peso
himedo) de las dietas

Pienso AL Pienso BL BD
Lipidos PS (%) 22,7+09° 13,3+0,82 22,1+09°
Proteinas PS (%) 63,6 +0,9° 712+1,2° 71,1+£1,2°
Humedad (%) 79,6 + 0.4 ° 81,4+0,7 ¢ 71,7+0,9°*
Cenizas (%) 23+02°" 24+0,2° 1,602°
Energia (KJ/100 g PH) 496 + 12° 418+ 15+* 724 £30°¢

Los acidos grasos principales de las dietas, que representaron el 92% del total, se
muestran en la tabla XIII. Destaca el alto contenido en ARA, EPA y DHA en las dietas
formuladas en comparacion con la dieta control (boga).

Los pulpos alimentados con los piensos experimentales presentaron un crecimiento, un
IB y un peso final similar a los alimentados con la dieta control (Tabla XIV). Estos
resultados confirman el adecuado valor nutricional de los piensos experimentales, de
acuerdo con estudios previos (Quintana et al., 2008; Estefanell et al., 2011b). Sin
embargo, la ingesta fue mayor en los ejemplares alimentados con el pienso AL (Tabla
XVII), posiblemente para compensar el menor contenido energético de la dieta. Al
contrario que en estudios previos, el IC no presentd diferencias significativas entre la
dieta control (fresca) y los piensos (Cerezo Valverde et al., 2008; Quintana ef al., 2008;
Estefanell et al., 2011b) (Tabla 4).

Tabla XIII: Perfil de acidos grasos de las dietas (% respecto al total de &cidos grasos)

Pienso AL Pienso BL BD
14:0 1,9+0,12 25+0,1° 32+0,2°¢
16:0 14,1+£03? 18,0+ 03" 19,1 £0,8¢
16:1 n-7 1,9+0,12 23+0.2° 42+02°
16:2n-4 0,6+0,0° 0,9+0,0° 0,3+0,1*
17:0 0,2+0,0° 0,3+0,0¢ 0,3+0,0°
18:0 59+0,1° 6,5+0,1° 5,0+02°
18:1 n-9 159+0,1% 16,0+£0,3* 22.8+0,7°
18:1 n-7 1,4+00°? 1,7+0,1° 2,60,1°
18:1n-5 0,1+0,0° 0,1+0,0° 0,1+0,0°
18:2 n-6 40+0,1° 3,7+0,1* 18,4+28°¢



18:3 n-3 0,5+£0,0° 0,6+0,0° 2,1+£0,2°
20:1 n-9 1,6 £0,1° 2,1+0,1° 02+00°*
20:2n-6 0,5+0,0° 0,5+£0,0° 0,5+£0,1%®
20:4 n-6 13,1+£0,3°¢ 10,1 +£0,5° 0,8+0,1°
20:5 n-3 95+0,2° 79+04° 3,6£0,5%
22:4 n-6 04+00° 04+0,0° 02+00°*
22:5 n-6 1,3+£0,0° 1,4+0,0° 04+0,1°
22:5n-3 1,3+£0,0° 1,2+0,1°% 1,3+0,0°
22:6 n-3 17,5+0,3°¢ 159+04° 7,8+1,1%
Y Saturados 233+04° 28,7+0,5° 284+ 1,1°
> Monoenos 229+0,2° 243+0,5° 334+0,3°
> n-3 30,7+0,5°¢ 27,1+0,7° 16,4+1,6*
> n-6 21,6+ 04° 18,1+£0,5% 20,8 +2,7%®
> n-9 17,0+£0,1° 17,5+0,3¢ 25,1+0,5°
3 n-3 HUFA 290+0,5¢ 256+0,7" 133+£1,7°
> n-6 HUFA 16.0+0.3°¢ 129+06° 1.5+£02°
DHA/EPA 1.8£00° 20+01° 22+02%
DHA/ARA 1,3+0,0a 1,6 £0,1b 10,1 £0,5¢
EPA/ARA 0,7+0,0a 0,8+ 0,0 b 47+03 ¢

La disgregacion fue mayor en los piensos en comparacion con la dieta fresca,
especialmente en la dieta AL (Tabla XVII), lo que pone de manifiesto la necesidad de
mejorar la textura de los piensos, de modo que se maximice la ingesta y se minimicen
los residuos organicos al medio. A pesar de no haber encontrado diferencias
significativas en crecimiento en los pulpos alimentados con el pienso AL y BL, los
resultados sugieren que posiblemente el optimo de lipidos-proteinas podria estar mas
cercano al 13-71% que al 23-64% en peso seco, aunque son necesarios mas
experimentos con dietas formuladas con diferentes niveles de lipidos y proteinas para
poder obtener un resultado concluyente.

Tabla XIV: Peso inicial, peso final, TCA, TCE, TIE, IC, IGD, D e IB en los pulpos tras
39 dias de cultivo.

Control: Boga

Pienso AL

Pienso BL

troceada
Peso inicial (g) 847 + 204 947 + 286 913 +£ 185
Peso final (g) 1269 + 243 1563 £ 480 1515 +£250
TCA (g/dia) 10.8 £ 1.5 15.8+5.6 154+1.8
TCE (%/dia) 1.1+£0.2 1.3+0.2 1.3+0.1
TIE (%/dia) 24+£05°* 2.8+0.3° 24+0.2°
IC 23+£02 23+0.3 1.9+0.1
IGD (%) 2.7+03°% 33+£02® 34+04°
D (%)* 21.1+£09°¢ 166 +£0.8° 41+0.1%
IB (%)* 50+ 8 65+ 12 66 £ 1

* Parametros calculados por tanque

CONCLUSIONES



o Los resultados sugieren que el 6ptimo de lipidos y proteinas en una dieta
formulada para pulpo comun estaria en torno al 13% de lipidos y el 70% de proteinas
en peso seco. Sin embargo, son necesarios mas experimentos para confirmar este dato.
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1.-TITULO: Nutricién y alimentacion de paralarvas y subadultos del pulpo de roca
(Octopus vulgaris L.).

2.- PARTICIPANTES
CCAA de Andalucia, Asturias, Baleares, Canarias, Catalufia, Galicia, Murcia

3.- SITUACION FINANCIERA. PRESUPUESTO APROBADO, RECIBIDO Y
EJECUTADO

El presupuesto recibido en la anualidad 2011 ha sido el siguiente:

Total transferido 39.920

El presupuesto se ha ejecutado casi en su totalidad en el afio 2011.

4.- DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES REALIZADAS

OBJETIVOS
Los obijetivos fijados en el proyecto son los siguientes:
1.- Mantenimiento de reproductores

2.- Cultivo larvario de pulpo utilizando Artemia enriquecida con distintas microalgas y/o
emulsiones comerciales. Andlisis bioquimico de los metanauplios de Artemia utilizados.

3.- Cultivo y nutricion de subadultos de pulpo. Pruebas de diferentes dietas con piensos
extrusionados de distinta composicién con diferentes atrayentes

Objetivo 1.- Mantenimiento de reproductores

Los reproductores de pulpo se mantienen en el IRTA bajo las siguientes condiciones,
especialmente cuando estan fuera de la época de puesta natural (verano): fotoperiodo
natural, circuito semiabierto y temperatura 18-20°C, con mediciones diarias de
temperatura y oxigeno y semanales de nitritos, nitratos y amonio. Los machos se
mantienen junto a las hembras durante una semana, y posteriormente se colocan estas
dltimas en parejas en tanques de 1.500 litros con sus respectivos refugios. La
alimentacion se basa en cangrejo y pescado 6 dias/semana mientras no hay puesta, tras
la puesta las hembras dejan de alimentarse, y se espera hasta que las larvas empiezan a
eclosionar. Cada 7-10 dias se vigilan los refugios para comprobar el estado de desarrollo
de la puesta.

Usando estas condiciones se ha conseguido que pulpos estabulados en invierno del 2010
efectuaron la puesta en primavera del 2011 (5 y 20 de marzo) y verano (11,14 y 16 de
Junio y 10 y 12 de agosto) con eclosiones en verano y otofio del 2011, respectivamente.

Objetivo 2.- Cultivo larvario del pulpo

En relacion al cultivo larvario de pulpo, en el afio 2011 se llevaron a cabo 3 experimentos,
dos de ellos en el mes de Mayo-Junio con una supervivencia muy baja y otro llevado a
cabo en Octubre. En ambos experimentos se probaron distintas metodologias para
enriquecer los metanauplios de Artemia, probando diferentes dietas tanto de
enriquecedores comerciales (Easy selco —INVE-, Algamac —Aquafauna- y Multigain —
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Biomar-) como varias especies de microalgas (Nannochloropsis sp., Isochrysis galbana y
Rhodomonas lens) suministradas solas o mezcladas.

Experiencias de Primavera

Se realizaron 2 pruebas usando las mismas condiciones. En el caso de la prueba A se
realizd un especial seguimiento de la evolucion de los cubiletes segun condiciones de
iluminacién de cada uno. En la prueba B se centré mas en los enriquecedores, ya que se
procuré disponer de una iluminacion similar en todos los cubiletes, en un rango
comprendido entre los 80 y 150 lux.

Los experimentos se realizaron en 2 tanques de 1500L. Las larvas se mantuvieron en
cubiletes de 30 y 60 L, en total 3 cubiletes de cada tipo en cada tanque usando 2
cubiletes por cada dieta. Se trabajé con dos intensidades de luz (en el caso de la
experiencia A), tanque 1 en torno a 350-450 lux, y tanque 2 en torno a 100-150 lux. La
densidad de paralarvas fue de 10 larvas/L (2.700 larvas/tanque)

Se trabajé con agua verde, Nannochloropsis concentrada a una densidad de 1,5
millones/ml. Como fuente de alimento se utilizé artemia de 48h. En total se establecieron
3 dietas diferentes;

-Enriguecimiento con Easy selco.

-Enriguecimiento con Algamac.

-Enriguecimiento con Multigain.
La artemia se suministraba en 2 tomas a las 10h y 16h enriquecida con cada uno de los
productos comerciales al menos durante 2 horas. La densidad de las presas fue de 0,3
art/ml (9.000 artemias/cubilete).
El tanque se mantenia sin circulacién durante el dia, tan sélo con una suave aireacion, y
por la tarde a ultima hora se ponia en marcha el médulo, en sistema semiabierto usando
un caudal de renovacion de agua nueva de 200L/hora. Por la mafiana a primera hora se
paraba el médulo, antes de dar las tomas de comida y de suplementar las aguas verdes.
La salida de agua era central. La T2 de cultivo 20°C. Se realizaron medidas diarias de T2
y 02, y semanales de pH, nitratos, nitritos y amonio.

Experiencia de Otofio

En este caso la experiencia se realizé directamente en los tanques de 1.500 L sin usar
cubiletes. La densidad de paralarvas fue de 3.33 larvas/L (5.000 larvas/tanque). En total 3
tanques (15.000 larvas).
Se trabaj6é con agua verde en los tanques n°® 2 y 3, Nannochloropsis concentrada a una
densidad de 1,5 millones/ml. El tanque n° 1 se mantuvo con agua cruda, sin agua verde.
La dieta estaba constituida por artemia de 48h. 3 pruebas diferentes;
-Tanque n°l: enriguecida Rhodo+Iso. Sin agua verde. Suplementos de zoea
centolla congelada periddicamente.
-Tanque n°2: enriquecida Algamac. Con agua verde. Suplementos de zoea de
centolla congelada periddicamente.
-Tanque n°3: enriquecida Rhodo+Iso. Con agua verde. Suplementos de zoea de
centolla congelada periddicamente.
El suministro de Artemia (10 y 16 h), tiempo de enriquecimiento (min 2h) y densidad de
presas (0,3 NA/ml) fue el mismo que en la experiencia de primavera (450.000
artemias/tanque). A partir del dia 7 la densidad de presas se aumenté a 0,4 art/ml. Se
enriquecia con fito (los sefalados anteriormente) en cubos unas 2 horas antes de
administrar la toma. Los quistes se ponian a eclosionar por la tarde, de forma que
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coincidiera el enriquecimiento con la apertura del digestivo de los nauplios a las 36-38
horas.

Las condiciones de renovacion del agua del tanque fueron también las mismas que en el
experimento de primavera, durante el dia sin circulacién y renovacién de 200L/h por la
tarde-noche. La salida de agua era lateral (centro tubo ciego). Una malla de 300 micras
evitaba que se escapasen las larvas, pero daba pie a la renovacibn de presas
diariamente. La T2 de cultivo fue de 20°C. Se realizaron medidas diarias de T2y 02, y
semanales de pH, nitratos, nitritos y amonio.

Periédicamente se tomaban muestras de paralarvas para estimar el crecimiento en talla
(lupa binocular Nikon SMZ80, fotografia y andlisis de imagen) y peso (peso seco
individual) y observacion del desarrollo larvario.

Objetivo 3.- Cultivo y nutricion de subadultos de p ulpo

En el afo 2011 se realizaron 2 experiencias (primavera -abril- y otofio —
octubre/Noviembre-) de uso de saborizantes-atractantes en el pienso para engorde de
pulpo. Los experimentos se realizaron con pulpos de 850-950 g utilizando piensos
suministrados por la Universidad Politécnica de Valencia. La metodologia empleada y los
resultados obtenidos se indican en el apartado de resultados (pagina 8)

RESULTADOS OBTENIDOS. INDICADORES Y METAS. CONCLUSI ONES

Objetivo 1.- Mantenimiento de reproductores

Las condiciones utilizadas en el IRTA para mantenimiento de reproductores (temperatura
constante, baja iluminacién y buena alimentacion) fueron adecuadas para obtener
puestas en primavera, verano y otofio. Las puestas tuvieron lugar los dias 11, 14 y 16 de
Junioy 10y 12 de Agosto.

Objetivo 2.- Cultivo larvario del pulpo

Experiencias de Primavera

Los resultados de crecimiento y supervivencia larvaria en ambos experimentos (A y B)
fueron muy malos, en ambos casos el crecimiento fue nulo durante la primera semana de
vida lo que nos daba ya una idea de la mala calidad inicial de las larvas. De cualquier
modo los experimentos fueron Utiles para poder fijar las condiciones de luz y cultivo mas
idoneas para aplicar en experimentos posteriores (p.ej. volimenes pequefios de cultivo
no son adecuados para esta especie igual que condiciones de alta intensidad de luz). Los
resultados de crecimiento se muestran en las figuras siguientes:
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Donde AM, ES y MG indican el enriquecedor (Algamac, Easy Selco, Multigain), G y P
indican el tamafo del cubilete (pequefio, grande) y L y NL la intensidad de luz (L aprox
380 lux, NL aprox 130 lux).

En el experimento B donde se usaron Unicamente cubiletes grandes con baja intensidad
de luz (80-150 lux) los resultados de crecimiento fueron incluso peores que en el
experimento A, con una mala calidad de larvas inicial y sin registrar apenas crecimiento
durante la primera semana, como se muestra en la siguiente figura:
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Experiencia de Otofio

La experiencia de otofio fue similar a las anteriores realizadas en primavera pero en este
caso elegimos como enriquecedores el tratamiento que nos dio mejores resultados en
primavera (Algamac, T2) y el que nos dio mejores resultados en afios anteriores (mezcla
de Rhodomonas e Isochrysis, T1y T3) introduciendo una diferencia que fue no usar agua
verde (T1) en uno de los tratamientos. Los resultados de crecimiento se muestran a
continuacion. En este caso se partio de unas larvas iniciales de mejor calidad que las
usadas en primavera, con un mayor peso seco inicial (278 ug) y una mayor movilidad y
captura de presas vivas inicial. Los tres tratamientos crecieron relativamente bien los
primeros 20 dias de vida aunque la supervivencia fue muy distinta entre ellos, asi el
tanque 1 (artemia enriquecida con Rhodo+Iso y sin agua verde) hubo de ser eliminado a
dia 20 y el tanque 2 (artemia enriquecida con Algamac) el dia 41.
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A partir del dia 23 comenz6 el suministro de Artemia de 5 dias junto con zoeas de
centolla congeladas (a partir de dia 55) y posteriormente artemia adulta y misidaceos
(géneros Hemimysis y Siriella) a partir del dia 72. Alrededor del dia 100 las
paralarvas/juveniles supervivientes comenzaron a irse al fondo por lo que se dispusieron
una serie de refugios (pedazos de tubo corrugado como el que se usa en columnas
desgasificadoras), para entonces teniamos alrededor de 25 animales superviventes. El
dia 110 y debido a la acumulacion de suciedad en el fondo sélo pudimos recuperar 1
juvenil. EIl crecimiento de los individuos superviventes hasta dia 70 se muestra en la
figura siguiente (no se realizaron mas medidas de peso para evitar manipular en exceso
los pocos juveniles resultantes) que se ajusta a una curva de crecimiento exponencial

Peso seco (ug)
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La supervivencia obtenida en esta experiencia se muestra en la tabla la siguiente:

0 Edad (dias)

1 5000
72 500 10
89 30 0,6
95 27 0,54
100 25 0,5
103 18 0,36
107 11 0,22
108 3 0,06
110 1 0,02
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En la actualidad (7 de febrero de 2012) el juvenil superviviente sigue vivo y esta siendo
alimentado con misidaceos.

En cuanto a la composicidn en &cidos grasos de la Artemia enriquecida con los distintos
productos comerciales los resultados son los siguientes

ES AM MG
Total lipids (mg-g* DW) 219.8+17.4 184.4+17.0 159.6+8.3
Total FA (mg-g* DW)  155.9454.8 124.0#43.0 116.1+24.1
14:0 0.740.1 0.840.4 0.6+0.3
16:0 9.9+0.4 10.3+1.7 10.7+0.4
18:0 4.2+0.2 4.5+0.2 3.840.7
Total saturated 14.940.3 15.9+2.6 15.1+0.7
16:1n-7 2.140.6 1.1+0.3 1.1+0.2
18:1n-9 33.3+2.6°  26.2+¢10.1"°  17.8+6.1"
18:1n-7 0.0£0.0 4.1+7.0 3.15.4
20:1n-9 2.5+0.2° 1.1+0.2° 1.2+0.2°
Total monounsaturated ~ 38.8+3.7%  32.7+3.2*  23.5+2.4"
18:2n-6 8.28+0.04%°  52+1.0° 5.5+0.5%
18:3n-6 0.56+0.03 0.520.2 0.4%0.1
20:4n-6 0.5+0.1° 0.7+0.1™ 1.1+0.2%
22:5n-6 0.1+0.07 2.241.9 3.743.2
Total n-6 PUFA 9.5+0.2 8.6+2.3 10.843.7
18:3n-3 18.9+1.8 24.1+6.1 21.4+2.1
18:4n-3 2.340.3 2.940.6 2.9+0.4
20:4n-3 0.4%0.6 0.6+0.5 0.840.1
20:5n-3 7.6+0.6° 3.1+0.4%® 4.9+0.4%°
22:5n-3 1.4+0.3 1.242.0 1.8+2.4
22:6n-3 5.5+1.5% 9.5+0.9”  16.9+2.0°
Total n-3 PUFA 36.543.5®  42.5+4.6%  50.4+2.3°
Total polyunsaturated 46.0+3.7"  21.145.9° 61.1+2.3%
(n-3)/(n-6) 3.940.3 5.2+1.5 5.2+2.4
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Objetivo 3.- Engorde de subadultos

En el anterior proyecto “Optipulpo” se consigui® un pienso seco extrusionado con
caracteristicas fisicas adecuadas para que el pulpo lo ingiriese con normalidad, aunque
se plantea la necesidad de incrementar la ingestion y el crecimiento. Por ello se plantea
esta primera prueba para estudiar el efecto sobre la aceptabilidad y consumo de alimento
y crecimiento de diferentes atrayentes-saborizantes de origen marino.

Material y métodos

Los ejemplares de pulpo (Octopus vulgaris Cuvier, 1797) fueron capturados con métodos
artesanales en las costas del Delta del Ebro y trasladados a las instalaciones del IRTA,
donde se estabularon en tanques de 1.500 a 2.000 litros y se mantuvieron en circuito
abierto.

Se realizaron dos experimentos: en el primero (experimento 1) se capturaron los
ejemplares en primavera, concretamente entre los dias 6 y 7 de abril. La temperatura
media a la que llevo a cabo el experimento 1 fue de 20.2 °C; y la minima concentracion
de oxigeno registrada fue de 5.2 ppm. El peso medio inicial de los lotes fue de 952 g por
pulpo para el tanque control con un CV de 9.02%, y de 955 g con un CV de 10.96 % y
960 g y un CV de 8.4 % para los ensayos con pienso (HP/K'y 3HP/K).
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En el segundo experimento (experimento 2) se utilizaron ejemplares capturados en otofio,
todos en una misma jornada coincidiendo con el 17 de octubre. La temperatura media a
la que se realizd el experimento fue de 17.8 °C. y la concentracién de oxigeno se
mantuvo siempre por encima de los 5.8 ppm. El peso medio inicial de los pulpos para
esta experiencia fue de 850 g para el tanque control con un CV del 20.6 %, y de 863 g
con un CV del 22.8% y 870 con un CV del 20% para los ensayos con piensos (MR y
CR).
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Los experimentos comenzaron tras un periodo de adaptacion de aproximadamente dos
semanas, periodo en el cual se les alimenté basicamente con cangrejo (Carcinus sp.) y
ocasionalmente lisa (Liza sp.).

Se ensayaron tres tipos de dietas: dos piensos extrusionados con distintos saborizantes
(Tabla 2), y una dieta control a base de cangrejo y lisa.

Las dietas fueron elaboradas y suministradas por la Universidad Politécnica de Valencia
(ver informe de la Comunidad Valenciana).

Los pulpos se distribuyeron en tres tanques (T8, T10 y TEsc.), divididos cada uno de ellos
en seis compartimentos. En cada compartimento se ubico un ejemplar (6 pulpos por
tratamiento).
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La alimentacion se realizaba una vez al dia (entre las 9 y las 10 de la mafana). En el
caso de los ensayos con pienso y entre las 16 y las 17 horas se recogian los restos de
alimento no consumido, para poder realizarse el calculo de las ingestas. Las tasas de
alimentacion, en el caso de los pulpos que comian el alimento natural congelado (control)
fue de un 10% cuando este consistia en pescado y de un 15% si era cangrejo. Cuatro
dias a la semana se suministraba pescado, dos dias cangrejos y un dia de ayuno. En el
caso de los tratamientos con alimentacion artificial (piensos extrusionados) la tasa de
alimentacion fue de 1-2 % y también ayunaban un dia a la semana

EXPERIMENTO 1

En cada uno de los tanques del ensayo se colocaron 3 hembras y 3 machos. Los
muestreos de peso se realizan cada 2 semanas (14 dias), pesando de forma individual
cada uno de los pulpos de los tres tratamientos. Para ello, se sacaban los seis pulpos de
cada compartimento, se introducian individualmente en una bolsa de malla y
posteriormente se devolvian a su tanque. La temperatura al inicio de la prueba fue de 19
°C y de 23°C cuando se decidio finalizar la misma. La prueba tuvo una duracion de 7
semanas. El experimento no se prolongd hasta la octava semana debido al aumento de
la temperatura; si las temperaturas son elevadas (>23 C°) las tasas de ingesta
disminuyen significativamente.

Resultados

La figura siguiente muestra los resultados de crecimiento obtenidos durante la
prueba, donde se observa un crecimiento mayor y légico, de los pulpos alimentados con
alimento natural (cangrejo y lisa), mientras que las dos dietas extrusionadas presentan un
comportamiento similar entre si.

2500
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C
2 1500 — 4 = T8(3HP/K)
g 1300 .
===V T =% _E-TI10(HP/K)
1100 _.==:::___..-__.
g0 B°7 7 - Control

700
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dia

Las siguientes tablas muestran los pesos medios, la desviacion estandar, el CV y el TEC
(tasa de crecimiento especifica) obtenidos de cada lote en los diferentes muestreos
realizados a lo largo de la experiencia 1.
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dia 0 3I_[|)|i::a/rl1<s-g ° HI:){eKn-golo T Esc. Control
Promedio 960 955 952,5
desvest 80,68 104,69 85,89
CV 8,40% 10,96% 9,02%
dia 14 T 8 pienso | T 10 pienso | T ESC control
promedio 1073 1049 1285
desvest 110,32 112,36 96,70
CV 10,28% 10,71% 7,52%
dia 28 T 8 pienso | T 10 pienso -croﬁﬁg
promedio 1132,5 1020 1698,75
desvest 105,55 116,38 210,28
CV 9,32% 11,41% 12,38%
dia 42 T 8 pienso | T 10 pienso -croﬁﬁg
promedio 1266,25 1108,75 2172,5
desvest 65,37 109,62 237,32
CV 5,16% 9,89% 10,92%
dia 49 T 8 pienso | T 10 pienso -croﬁﬁg
promedio 1230 1096,25 2300
desvest 123,09 84,82 314,19
CV 10,01% 7,74% 13,66%
TEC T8 (3HP/K) 0,47
TEC T10 (HP/K) 0,23
TEC Control 1,73

EXPERIMENTO 2

La prueba tuvo una duracion de 4 semanas y los muestreos de peso se realizaron cada 2
semanas, pesando de forma individual cada uno de los pulpos de los tres tratamientos.
Para ello, se sacaban los seis pulpos de cada compartimento, se introducian
individualmente en una bolsa de malla 'y posteriormente se devolvian a su tanque. El
experimento no se prolongo hasta la sexta semana debido al descenso de la
temperatura; silas temperaturas son inferiores a los 15-16 °C las tasas de ingesta
disminuyen significativamente con lo que la tasa de crecimiento también se ve mermada
de forma notable.
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Resultados

La siguiente figura muestra los resultados de crecimiento obtenidos durante la primera
quincena de la prueba, donde se observa un crecimiento mayor de los pulpos
alimentados con alimento natural (cangrejo y lisa), mientras que los pulpos alimentados
con las dos dietas extrusionadas presentaron un crecimiento similar pero muy inferior al

obtenido con dieta natural.
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Las siguientes tablas muestra los pesos medios, la desviacion estandar, el CV y el TCE
(tasa de crecimiento especifica) obtenidos de cada lote en los diferentes muestreos
realizados a lo largo de la experiencia 2.

14

dia

° JACUMAR

= &= T8 (MR)
—B- T10(CR)

T control

28

MR CR
dia 0 T 8 pienso T 10 pienso T Esc control
promedio 863 870 850
desvest 197 174 175
C.vV. 22,8% 20,0% 20,6%
dia 14 T 8 pienso T 10 pienso T Esc control
promedio 933 944 1256
desvest 303 114 428
C.V. 32,5% 12,1% 34,1%
dia 28 T 8 pienso T 10 pienso T Esc control
promedio 928 962 1470
desvest 321 89,0 822
C.v. 34,6% 9,3% 55,9%
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T 8 (MR) T 10 (CR) control

C.V. inicial 22.8% 20% 20.6 %
C. V. final 34.6 % 9.3% 55.9%
TEC T8 (MR) 0,26
TEC T10 (CR) 0,36
TEC Control 1,95

5.- AJUSTE CON LOS OBJETIVOS PREVISTOS Y REPROGRAMA CIONES

Todos los objetivos previstos en el proyecto se han visto cumplidos a lo largo del afio
2011 tanto en tiempo como en programacion.

6.- CONCLUSIONES
Con los resultados obtenidos en el afio 2011 hemos extraido las siguientes conclusiones:

1.- La estabulacion y alimentacion de los reproductores antes de la puesta en las
condiciones mas Optimas es imprescindible para obtener unas larvas de buena calidad
(véase la diferencia entre las larvas obtenidas en verano a partir de hembras recién
estabuladas y las obtenidas en otofio con hembras que llevaban varios meses
estabuladas)

2.- La pérdida de peso de las larvas en la primera semana de vida indica una deficiente
calidad de las mismas, al igual que la deficiente o nula captura de presas por parte de las
larvas en los primeros dias de cultivo

3.- Los cambios en el tamafio (nauplio a metanauplio y luego a adulto) y tipo (Artemia,
zoea de centolla, misidaceos) de presas vivas han de hacerse en el momento oportuno,
ya que ello conlleva mantener el crecimiento y la supervivencia de las paralarvas

4.- Es necesario poner refugios cuando ocurre la metamorfosis, pero también es
necesario mantener una buena higiene de los tanques

5.- Los valores de crecimiento, de los ejemplares adultos, que se han obtenido con las
dietas extrusionadas han sido bajos en comparacion con los resultados mostrados con la
dieta natural. Las diferencias entre tipos de pienso no han sido significativas. Es
necesario seguir investigando nuevas dietas artificiales que puedan proporcionar mejores
resultados.
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1.-TITULO: Nutricién y alimentacién de paralarvas y subadultos del pulpo de roca
(Octopus vulgaris L.).

2.- PARTICIPANTES
CCAA de Andalucia, Asturias, Baleares, Canarias, Catalufia, Galicia, Murcia

3.- SITUACION FINANCIERA. PRESUPUESTO APROBADO, RECIBIDO Y
EJECUTADO

Dado el recorte presupuestario acordado por la Jacumar y los integrantes del proyecto el
presupuesto recibido en la anualidad 2012 ha sido el siguiente:

Total transferido 28749,21€

El presupuesto se ha ejecutado en su totalidad en el afio 2012 en la realizacion de los
experimentos de engorde de subadultos indicados a continuacion.

4.- DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES REALIZADAS

OBJETIVOS

El objetivo contemplado en esta anualidad es el indicado en el proyecto como objetivo 2.2
Optimizacion de los formatos de piensos para el pulpo de roca

Objetivo 2.2. Optimizacion de los formatos de piens  os para el pulpo de roca

En el afio 2011 el proyecto “Nutripulpo” realiz6 dos ensayos de engorde uno utilizando un
pienso seco extrusionado elaborado por la Universidad Politécnica de Valencia que
contenia harina de pescado y krill y con unas caracteristicas fisicas adecuadas para que
el pulpo lo ingiriese con normalidad y otro ensayo en el que se probaron 2 atractantes
basados en esencia de marisco y calamar. Para el afio 2012 se plante6 la necesidad de
modificar la composicién para incrementar la ingestién y el crecimiento Por ello se
plantearon 2 nuevos ensayos, uno realizado en primavera en el que se usaron dos
piensos extrusionados con distintas proporciones de harina de calamar y de pescado y
otro llevado a cabo en otofio en el que se probaron distintas proporciones de 3 harinas
(pescado, calamar y krill).

Material y métodos

Los ejemplares de pulpo (Octopus vulgaris Cuvier, 1797) fueron capturados con métodos
artesanales en las costas del Delta del Ebro y trasladados a las instalaciones del IRTA,
donde se estabularon en tanques de 1.500 a 2.000 litros. Se mantuvieron en circuito
abierto.y durante la primera semana de cautividad fueron alimentados con cangrejo
(liocarcinus depurator) para facilitar la adaptacion a las nuevas condiciones de engorde.

Se realizaron dos experimentos: El primero se llevé a cabo durante el mes de mayo e
inicios de junio. Se capturaron los ejemplares durante la primera ultima semana de abril y
se inicié la experiencia el dia 7 de Mayo, cuando la temperatura del agua era de 18,6 °C.
La temperatura media a la que llevé a cabo el experimento 1 fue de 20.3 °C; y la minima
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concentracion de oxigeno registrada fue de 5.2 ppm. El peso medio inicial de los lotes fue
de 675 g por pulpo para el tanque control con un CV de 28.2%, y de 640 g con un CV de
40.5 % para el pienso 3 HPC (3 veces harina de pescado por 1 de harina de calamar) y
660 g y un CV de 25.1 % p para el pienso HPC (harina de pescado y calamar al 50%
cada una).

Temperatura

\ A

En el segundo experimento se utilizaron ejemplares capturados en otofio, entre los dias 3
i 5 de octubre. La temperatura media a la que se realizo el experimento fue de 17,8°C y la
concentracion de oxigeno se mantuvo siempre por encima de los 5,8 ppm. El peso medio
inicial de los pulpos para esta experiencia fue de 792 g para el tanque control con un CV
del 9,38%, de 806 g con un CV del 9.95% para el ensayo con pienso 50 CP (harinas de
pescado, krill y calamar sumando un 50%) y 754 g con un CV del 8,25% para el pienso
45CP (harinas de pescado, krill y calamar sumando un 45%)
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Los experimentos comenzaron tras un periodo de adaptacion de aproximadamente una
semana, periodo en el cual se les alimentd basicamente con cangrejo (Carcinus sp.)

Se ensayaron tres tipos de dietas: dos piensos extrusionados con distintos tipos de harina
elaboradas y suministradas por la Universidad Politécnica de Valencia y una dieta control
a base de cangrejo y lisa.

La composicién de las dietas ensayadas (en %) se muestra en las tablas siguientes
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Gelatina Maltodextrina Huevina Harina Harina Taurina
Pescado Calamar
HPC 19.6 9.8 29.4 19.6 19.6 2
3HPC 19.6 9.8 29.4 29.4 9.8 2

Tabla 1.- Composicion del pienso extrusionado utilizado en la prueba de primavera

Harina Harina Harina Maltodextrina  Gelatina Huevina @ Taurina Complejo

Pescado  Kirill Calamar Vitmainico
45CP 15 20 20 10 10 20 25 25
50CP 15 25 25 10 10 10 25 25

Tabla 2.- Composicion del pienso extrusionado utilizado en la prueba de otofio

Los pulpos se distribuyeron en tres tanques (T8, T10 y TEsc.), divididos cada uno de ellos
en seis compartimentos. En cada compartimento se ubico un ejemplar (6 pulpos por
tratamiento).

La alimentacion se realizaba una vez al dia (entre las 9 y las 10 de la mafiana) en el caso
del tanque control y dos veces al dia para poder recoger el alimento no ingerido en el
caso de los tanques alimentados con el pienso extrusionado en los que se alimentaba a
las 9 h, se recogian el alimento sobrante a las 13h, posteriormente se les suministraba la

Febrero 2010 Péagina 4 de 9
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segunda racion que se recogia a las 17h. El pienso sobrante fue secado en una estufa a
60 °C para poder igualar las humedades del pienso en el momento del suministro al del
porcentaje de agua en el momento de la extraccion y asi poder obtener la cantidad real
de pienso ingerido

Las tasas de alimentacion, en el caso de los pulpos que comian el alimento congelado
(control) fué del 10% cuando este consistia en pescado blanco y del 15% cuando era
cangrejo. Cuatro dias a la semana se suministraba pescado, dos dias cangrejo dejando
el sabado como dia de ayuno. En el caso de los tratamientos con alimentacién artificial
(piensos extrusionados) la tasa de alimentacion fue de 1-1,5 % dejando también un dia
en ayuno.

EXPERIMENTO 1

En cada uno de los tanques del ensayo se colocaron 3 hembras y 3 machos. Los
muestreos de peso se realizan cada 2 semanas (14 dias), pesando de forma individual
cada uno de los pulpos de los tres tratamientos. Para ello, se sacaban los seis pulpos de
cada compartimento, se introducian individualmente en una bolsa de malla y
posteriormente se devolvian a su tanque. La temperatura al inicio de la prueba fue de
18.9 °C y de 22.6°Cal final. La prueba tuvo una duracion de 4 semanas.

Resultados

La figura siguiente muestra los resultados de crecimiento obtenidos durante la
prueba, donde se observa un crecimiento significativamente mayor (ANOVA P<0.001) de
los pulpos alimentados con alimento natural (cangrejo y lisa), mientras que las dos dietas
extrusionadas presentan un comportamiento similar entre si, aunque en el muestreo
intermedio las diferencias entre los 3 grupos no eran significativas (ANOVA, P=0.073)
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Las siguientes tablas muestran los pesos medios, la desviacion estandar, el CVy el TEC
(tasa de crecimiento especifica) obtenidos de cada lote en los diferentes muestreos
realizados a lo largo de la experiencia 1.

dia 0 T 1%HpFi,ec;so T 8le?e$150 T Esc. Control
Promedio 640 660.83 675.83
desvest 259.54 166.63 190.51
CcVv 40.55% 25.21% 28.19%
dia 14 T 1:(3)HpITeC;130 T 8le?e$150 T ESC control
promedio 682.50 702.50 960.83
desvest 281.86 157.98 184.94
CcVv 41.30% 22.49% 19.25%
3HPC HPC TESC
dia 28 T 10 pienso | T 8 pienso control
promedio 725.00 716.67 1335.00
desvest 309.13 133.48 169.12
CcVv 42.64% 18.62% 12,67%
TEC T8 (HPC) 0.29
TEC T10 (3HPC) 0.34
TEC Control 2.21

EXPERIMENTO 2

La prueba tuvo una duracion de 4 semanas (del 15 de Octubre al 12 de Noviembre de
2012) y los muestreos de peso se realizaron cada 2 semanas, pesando de forma
individual cada uno de los pulpos de los tres tratamientos. Para ello, se sacaban los seis
pulpos de cada compartimento, se introducian individualmente en una bolsa de malla y
posteriormente se devolvian a su tanque. La temperatura inicial del ensayo fue de 21,6°C
y la final 17,0°C

Protocolo de recogida de heces

Se marcaron 4 botes de orina en los que se fueron acumulando las heces de cada uno de
los 3 experimentos: 1,2y 3

1. Tanc Esc. (control) - dieta congelada: 2 botes
a) Heces de cangrejo (Liocarcinus depurator)
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b) Heces depescado (Boops boops)
2. Tanc 10 > heces del pienso 50 CP
3. Tanc 8 > heces del pienso 45 CP

Las heces de cada ensayo se iban acumulando en los botes de orina que estaban en el
congelador a -20°C

Pautas de recogida de heces en el tanque control:

Lunes: no se recogian. Se extraian todas las heces acumuladas del fin de semana y que
correspondian a la ingesta del viernes y el domingo

Miércoles: a primera hora, se recogian les heces que mayoritariamente eran del pescado
ingerido el lunes y el martes

Jueves: a primera hora, se recogian las heces que correspondian al cangrejo ingerido
los miércoles.

Viernes: NO se realizaba recogida.

Resultados

La siguiente figura muestra los resultados de crecimiento obtenidos durante la primera
quincena de la prueba, donde se observa un crecimiento mayor de los pulpos
alimentados con alimento natural (cangrejo y lisa), mientras que los pulpos alimentados
con las dos dietas extrusionadas presentaron un crecimiento significativamente menor al
obtenido con dieta natural, tanto en el muestreo intermedio como en el final.

Crecimiento
Piensos 45CP y 50CP
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1000 +
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Muestreos

Las siguientes tablas muestra los pesos medios, la desviacion estandar, el CV y el TCE
(tasa de crecimiento especifica) obtenidos de cada lote en los diferentes muestreos
realizados a lo largo de la experiencia 2.
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45CP 50 CP
dia 0 T 8 pienso T 10 pienso T Esc control
promedio 754,2 805,8 792,5
desvest 91,46 80,96 84,48
C.V. 8,25 9,95 9,38

dia 14 T 8 pienso T 10 pienso T Esc control

promedio 808,33 731 1137
desvest 114,48 117,71 138,86
C.V. 7,06 6,21 8,19

dia 28 T 8 pienso T 10 pienso T Esc control

promedio 848,33 715 1471
desvest 151,35 131,96 169,65
C.V. 5,61 5,42 8,67

T 8 (45CP) | T 10 (50CP) | control
C.V. inicial 8,25% 9,95 % 9,38 %
C. V. final 5,61% 542 % 8,67 %

TEC T8 (45CP) 0,37
TEC T10 (50CP) -0,45
TEC Control 2,26

5.- AJUSTE CON LOS OBJETIVOS PREVISTOS Y REPROGRAMA CIONES

Dado el recorte presupuestario del afio 2012, de coman acuerdo con el coordinador y los
demas integrantes del proyecto, decidimos concentrar todo el esfuerzo y presupuesto en
realizar los experimentos de engorde de subadultos para poder disefiar y optimizar
piensos inertes. Se planearon 2 experimentos y se llevaron a cabo con éxito, lo que va a
permitir en el futuro completar el disefio de estas dietas.

6.- CONCLUSIONES

Aunque los resultados siguen demostrando que el crecimiento del pulpo siempre es mejor
utilizando una dieta fresca (cangrejo y pescado), los resultados de los dos experimentos
llevados a cabo en el afio 2012 nos permiten extraer las siguientes conclusiones, Utiles
para en un futuro no muy lejano terminar de disefiar un pienso extrusionado adecuado
para el engorde de subadultos de pulpo.

1.- Los piensos formulados con harina de pescado y calamar (3HPC y HPC) dieron lugar
a un crecimiento bajo pero positivo (en torno al 0,3% diario) sin diferencias estadisticas
entre ellos.
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2.- El uso de un 45% de proteina total (pienso 45CP, mezcla de harinas de pescado, krill
y calamar) produjo un crecimiento positivo frente al uso del 50% de proteina (pienso
50CP)
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Anexo 1. Informe anual 2010

INFORME TECNICO ANUALIDAD 2010 del Proyecto PULPOJA CUMAR

Titulo: NUTRICION Y ALIMENTACION DE PARALARVAS Y SUBADULTOS DEL PULPO DE
ROCA (Octopus vulgari}.

Coordinador: Benjamin Garcia Garcia (IMIDA - Muicia
Investigador Principal Galicia (CIMA-IEQO): Joséédglas Estévez. IEO-Vigo

INFORME

Aunque el proyecto fue aprobado a mediados deRi6, la cuantia econémica fue reducida, debidaoea q
las tres anualidades completas solicitadas y agesbdel proyecto fueron trasladadas por JACUMARBsa |
afios 2011, 2012 y 2013. En consecuencia, parace@f0 JACUMAR solamente subvencioné al IEO de
Vigo con 4.300,00 euros.

Las actividades realizadas con esos fondos duehafio 2010 fueron las siguientes:

- Captura y establecimiento de dos stocks de reptodkgcde pulpo. Uno para obtener puestas en el
afio 2010 y otro (en noviembre) para el afio 2011.

- Obtencion de 10 puestas viables en 2010.

- Envio de muestras de paralarvas para su analksjsiionico.

- Mantenimiento de hembras ovadas de centolla y aécor

- Obtencion de zoeas de centolla y nécora en caatlvid

- Envio de muestras de zoeas de centolla y nécoasspaanalisis bioquimico.

-Asistencia a la reunion de coordinacion del prayeomnvocada por la Secretaria del Mar en Madriélen
mes de junio (F.Javier Sanchez y José Iglesias)

-Asistencia al Congreso Europeo de Acuicultura @nd¥(Portugal). (José Iglesias)

-Se actlo de “chairman” de mesa en la sesion der§ificacion del Congreso Europeo de Acuicultura en
Porto (Portugal). José Iglesias.

-Se asistid a la presentacidn publica oficial devideo-DVD sobre el 25° aniversario de la fundaaién
JACUMAR en Sevilla 1-2 de diciembre de 2010.

-Se han publicado dos articulos y un péster sdbealiévo del pulpo y se encuentran en fase de reanito
otros dos trabajos cientificos elaborados en eldE®igo sobre el cultivo de esta especie.

Vigo a 27 de enero de 2011

José iglesias Estévez
Investigador Principal PULPOJACUMAR
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Anexo 2. Informe anual 2011

INFORME DE ACTIVIDADES REALIZADAS EN EL PERIODO 201 1 EN EL PROYECTO
JACUMAR * NUTRIPULPO” (NUTRICION Y ALIMENTACION DE  PARALARVAS Y
SUBADULTOS DEL PULPO DE ROCA (Octopus vulgari})

Centros participantes en Galicl&O Vigo y CIMA
Empresa participant@EMAGRO S.L.

Coordinador: Benjamin Garcia Garcia (IMIDA - Muicia
Investigador Principal Galicia (CIMA-IEO): Josédglas Estévez. IEO-Vigo

Actividades previstas para el afio 2011 en el proyecNUTRIPULPO y objetivos desarrollados

Objetivo 1 ( Linea 1.5 del proyecto).: Cultivo serrextensivo de paralarvas utilizando zooplancton
capturado en el medio natural, misidaceos cultivado y zoeas de crustaceos vivas o congeladas.

OBJETIVOS: Obtencién de juveniles de pulpo a partir de zamgitan natural, aplicando tecnologias de
cultivo innovadoras que permitan mejorar las tasasrecimiento y supervivencia de las paralarvas.

Dichas tecnologias se resumen en las siguientegdades y sistemas de cultivo:
- Acondicionamiento de reproductores de pulpo gobibn de puestas viables.

- Utilizacion de zooplancton natural capturado @tiros UNIK situados en tierra. Sin separar las
especies presentes en el plancton, se selecaiodasitamafios de presas para alimentar a las
paralarvas de pulpo .

- Utilizacion de estadios larvarios de crustacems@ dieta larvaria complementaria a la Artemia.
Se utilizardn zoeas de centolla, cangrejo, buejrtona de depuradoras.

- Cultivo de paralarvas de pulpo con las dietaawisitadas anteriormente.
- Bioquimica e Histologia de las paralarvas prodasi

JUSTIFICACION: EI conseguir presas vivas alternativas o compléanias de la Artemia, que cubran los
requerimientos nutricionales de las paralarvasuligopserd uno de los objetivos prioritarios de pstgecto.
La disponibilidad de copépodos y misidaceos en taddataforma costera espafiola debe ser testada co
presa potencial de las paralarvas. Ya existen exquéas previas de mantenimiento de estos orgasigno
condiciones de laboratorio.

Los Copépodos pueden sobrepasar el 85 por ciehtoodplancton total en Canarias. Ello hace
suponer que las paralarvas de pulpo consideretaa&ggecie como una presa comun en su fase plaraton
Los copépodos son considerados una alternativalimherdacion en Acuicultura, donde se han logrado
cultivos de CalanoideoCélanus sp., Acartia sp., etc.) y de HarpacticoideoEidriopus japonicus) entre
otros. El empleo de copépodos han demostrado imermla supervivencia y la calidad de las larvas y
alevines que los consumen. Asi, la supervivencitadas de diferentes especies como rodabaReetta
maxima), puede incrementarse de un 14 a un 45%, tangrasias a este grupo se ha logrado el cultivo
larvario en nuevas especies como Pargo dodadfafius johnii) o Mero Epinephelus coioides).

Por otro lado, el agua oceanica que surte a laesagRemagro (O Grove) y otras cetareas donde
van a realizarse diversas experiencias de estiultgps rica en organismos zooplancténicos queguser
filtrados y seleccionados mediante sistemas deditin del tipo UNIK, ya testados en Noruega pdra e
suministro de presas vivas de otras especies rsadamo el rodaballo, el halibut o el bacalao.

El stock regular de crustaceos (cangrejo, centoapra y buey) que se estabulara en la empresa
puede ser una fuente de produccion de estadioari@svpotencialmente Optimos para la nutricion ake |
paralarvas de pulpo. Este método permitiria tamt®éar acceso constante a estadios larvarios (zqeas
se utilizaran de alimento para las paralarvas.

En paralelo, el fitoplancton producido en la emaresn regularidad mediante blooms industriales
controlados, podria ser una fuente de alimentorgejor perfil nutricional para la Artemia utilizads los
cultivos de paralarvas (ver capitulo 1.3). Por tddw, el fitoplancton presente en las instalagaies cultivo
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del resto de los integrantes del proyecto, con mahativa variedad de especieNafinochloropsis sp.,
Tetraselmis sp., Isochrysis galbana, Rhodomonas lens) permitira asegurar un medio de cultivo
nutricionalmente adecuado para los metanuapliogdrtiamia que se utilizaran en la alimentaciéon de las
paralarvas.

ACTIVIDADES:
1. Obtencion de zoeas de decapodos (cangrejos autéasnnécora, buey, etc.).

La empresa Remagro S.L., donde se estan realizgnatioparte de los experimentos descritos, es
comercializadora de crustaceos por lo cual a Igolatel afio hay abundancia de decdpodos de nécora
(Necora puber), buey de marGancer pagurus), centolla Maja brachydactyla), cangrejo Carcinus maenas)

y bogavanteHomarus gammarus).

En Mayo de 2011, y continuando hasta el findbdeexperimentos, se dispusieron hembras ovadas
de Maja brachydactyla en tanques redondos de 1000 L provistos de air@literto y se realizé un control
del desarrollo embrionario de las puestas, separlashembras en funcién del estado embrionaritasle
mismas en 3 tanques. Asi, en el tanque 1 se eatahubs hembras en estado | y las correspondieahtes
estadio final ( estado Ill) en el dltimo de losdaas, con el fin de obtener un aporte continuoctaz. Una
vez completadas las puestas se procedi6 a la r@navde los stocks de centollas como se muestra en
Tablal.

STOCK ESTADIO | ESTADIO I ESTADIO Il
13/05/2011 14 6 0
30/06/2011 0 8 7
22/07/2011 0 8 5
05/08/2011 6 5 4
24/08/2011 1 5 3
02/09/2011 5 0 0

Tabla 1: N° de ejemplares de Maja brachydactylarseg estadio.

Una vez eclosionadas, las zoeas se suministrabbactatnente al tanque de paralarvas de pulpo
procedentes del IEO de Vigo, en el cual se estabarmbllando los experimentos de cultivo de lasmais
previo contaje estimado del n° de zoeas aportagiocidiendo con el fin de semana, se manteniandaas
de centollas en tanques de 100L con aireacion steapeArtemia salina hasta su utilizacion como presa de
paralarvas De esta forma se pudo disponer de zoemgalopas durante periodos prolongados, evitéando
dependencia de puestas continuas.

Las puestas fueron continuas, coincidiendo con drgerimentos de cultivo de paralarvas
desarrolladas en Remagro. El nimero de puestasidbsea lo largo de los distintos experimentos se
muestra en Tabla 2.
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Experimento N° puestas centolla
paralarvas

Experimento 1
Experimento 2

Experimento 3

~N W 00

Experimento 4

Tabla 2: N° de puestas obtenidos en cada expemdentultivo de paralaravas

Paralelamente se llevd a cabo un experimento diecdle zoeas de centollMéja brachydactyla )
en un tanque ( T-4) de 1000L en dichas instalasiolaecual comenzé el 6 de Junio de 2011 con halsie
de aproximadamente 1%fbeas a las que se le suministré como aliment@irctemia (Artemia salina) y
zooplancton procedente de la captacion realizadaetdiltro Unik, en los primeros estadios y méjil
Mytilus galloprovincialis) a partir del dia 60. Dicho experimento continddseactualidad con 23 ejemplares
( 13 machos y 10 hembras) cuyas tallas a dia 186 estre los 3.5 y los 6.8 cm. Cabe destacardaraia
de mortalidad de las centollas a partir de losdi@® de vida.

Los parametros fisico-quimicos (T2 y, P obtenidos durante la estabulacion de las cestolla
aparecen reflejados a continuacién en la Figura 1.

Parametros fisico-quimicos de los tanques de centolla
( Maja brachydactyla)
20,00
15,00
10,00 — T2
B 02(ppm)
l r r r r r [
0,00
MAYO JUNIO Jutio AGOSTO  SEPTIEMBRE QCTUBRE

Figura 1: Variacion de los parametros fisico-qabni de los tanques de estabulacién de hembras
de centolla.

2. Obtencion de zooplancton del medio natural.

Se plante6 el siguiente experimento con el fincdmprobar la viabilidad de la obtencion de
zooplancton procedente del medio natural a traeéls diltracion del mismo para aporte alimentice Ids
cultivos de paralarvas de pulpo. La situacién géfica de la empresa Remagro parecia la idonealpara
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obtencién de una gran cantidad y variedad del misinestar situada en un lugar donde las corrignéggmn
un papel muy importante.

El zooplancton fue capturado mediante un filtroeesp (UNIK®) | instalado en la toma de agua
principal de la empresa Remagro S.L. Este filttd eesmpuesto de aros con malla de plancton previto
movimiento giratorio y un sistema de auto-limpiezediante agua a presién. El zooplancton quedaideten
en diferentes compartimentos segun su tamafio grelicido a recipientes donde puede ser cosechado.

Se realizaron captaciones aleatorias en fechamptie del agua de mar procedente del tanque de
cabecera que suministra agua a la empresa Rentagroal pasa previamente por un filtro donde quedan
retenidas las particulas mas gruesas, agua capiestdamente del mar y agua procedente del Bloom
fitoplanctonico exterior de la empresa, el cuahdstmado principalmente por diatomeas, pero gqueu
contener zooplancton en su composicion.

Se probaron dos tipos de aros, cuyos filtros tenism luz de maya de 200 y 1000 um, para
seleccionar posibles presas que tuviesen un taradBouado para la alimentacién de las paralarvas y
descartar aquellas que por su tamafio serian retdwzal volumen de agua correspondiente a ladifira
fue de 21'6 m/dia.Las muestras, una vez recogidas y procesadasnfwemservadas en frio hasta su
traslado al IEO para posterior identificacion.

Los resultados de las especies obtenidas enxgs@mento se muestran a continuacion en la Tabla

3.

ESPECIES MALLA <1000pm MALIA 200 pm
Euterpina acutifrons + +
Anfipodos sp. + +
Bivalvos sp. + +
Gasterdpodos + +
Copépodos + -
Poliquetos + -

Tabla 3: Organismos obtenidos en la filtracion deptancton procedente del medio natural con
distinta luz de maya.

En las distintas filtraciones realizadas se eméogtan cantidad de materia organica asi como
pequefias algas, lo cual supuso un problema a & d®iseleccionar el zooplancton presente comoeaport
alimenticio a los cultivos, ya que dicha materiamieaba sedimentando en el fondo de los tanques de
paralarvas produciendo problemas en el cultivaaderlismas.

En sucesivas captaciones se procedera a optiniigestema de filtracion que permita seleccionar el
zooplancton discriminando en la recoleccion la n@atusceptible de dafar los cultivos.

3. Cultivo de paralarvas.

Los distintos experimentos desarrollados en la esgpRemagro para el cultivo de paralarvas se
realizaron en tanques de 1000L, en circuito abidet agua (salvo el experimento n° 3 que se realizd
circuito cerrado y cuya duracion fue de 9 dias).

El rango de temperatura oscil6é entre los 15 y @8€2n el primero de los experimentos, utilizando
calentadores para estabilizar la temperatura epdsteriores, cuyo rango de temperatura oscil@dos 18
y los 21°C.

La densidad larvaria fué de 15 ind./litro en |IgsriBneros experimentos y de 30 ind/L en el dltimo.
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Se realizaron controles diarios de alimento, sidaddensidad de Artemia y zoeas suministradas de
0.6 ind/ml, aumentando o disminuyendo estas Ultiemasincion de la escasez o abundancia de las sisma

La luz fue natural con sombra parcial. Se utibpalimpiadores de superficie. Controles diarios de
temperatura, oxigeno y concentracion de alimentligcenales calidad del agua de cultivo ( pH,jtogr
amonio...).

Se relizaron muestreos periédicos de talla, pesm se recogida de muestras para andlisis
bioquimico (dias 0, 15 y 30 de post-eclosion) yesupencia al final del cultivo.

Los pesos secos obtenidos en los distintos expatos aparecen reflejados en la tabla que se
muestra a continuacion:

EXPERIMENTO/DIAS | Eclosién (0 dias) 15 dias 30slia
Experimento 1 0.57¢0.06 -
Experimento 2 0.31+0.02 0.90+0.14 —--
Experimento 3 0.34+0.02 - -—--
Experimento 4 0.31+0.01 0.73+0.15 3.00+0.56

Tabla 4: Pesos secos de paralarvas de pulpo ataésédades de cultivo

Dentro de los distintos experimentos desarrollaiosste periodo, se trataba de comprobar cual era
el aporte de alimento idoneo para la consecuciémrdeultivo viable, por lo que se probaron distinto
métodos que aparecen desarrollados a continuacion:

3.1 Cultivo con bloom de fitoplancton: los tanques de witivo recibiran un aporte en
continuo de fitoplancton producido en bloom artifigal. Este fitoplancton estd compuesto
en su mayor parte de diatomeas y pequefios flagelado

En los experimentos 1 y 2 se mantuvo aporte enitirabierto del Bloom fitoplancténico de la
empresa, que estaba formado mayoritariamente ptondéas, encontrandose esporadicamente
zooplancton en su compaosicion.

En el experimento n° 1 se afiadié ademas parteatmtacion recogida en el filtro Unik.

Los experimentos 3 y 4 se realizaron con circuiierso de la mezcla de
fitoplancton cultivado en la empresa para apoiteaitario de las larvas de
cultivadas.

moluscos | all

En estos dos ultimos experimentos se descartd nemgéaporte de Bloom
natural dado los problemas que origin6 en los dimsguos, generando muchos
residuos en el fondo del tanque que afectabaraittad del agua y del cultivo.

3.2 Cultivo con Artemia complementada con zoeas de csthceos. Se desarrollaran los
cultivos igual que 3.1, pero se afiadirdn zoeas deustaceos a una densidad de 0.6 ind./ml,
como dieta complementaria de Artemia, en funcién dsu disponibilidad.

La Artemia suministrada a las paralarvas de pfilpeclosionada en el IEO de
Vigo y trasladada a Remagro donde era sumistréatamaralarvaad libitum. Ocasionalmente
fué mantenidas en tanques de 100L con mezclaagdditcton y afiadidas al tanque en la
concentacion 0.6 Art/ind

Los aportes de zoeas de centolla fueron casi agrstasiendo mas
abundantes en los dos Ultimas experimentos.

4. Andlisis bioquimicos de paralarvas y presas
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Se tomaron muestras por triplicado para el anafisisparalarvas procedentes de los diferentes
cultivos desarrollados los dias 0, 15 y 30 de wdael Centro de Investigacions Marifias. Asimismo se
tomaron muestras de las presas utilizadas comemtionde las larvas en cada uno de los sistemasdltilec
Artemia @Artemia salina) de 1 dia de vida y zoeas de centolda{a brachydactyla) recién eclosionada.

Se realizaron andlisis de proteinas y lipidoddsialases de lipidos (ésteres y ceras, trigtioéri
acidos grasos libres, esteroles y fosfolipidos)igids grasos de las muestras recogidas.

Las muestras de paralarvas del pulpo recogidadgagalizacion de los analisis bioquimicos fueron
las que se detallan a continuacion:

Experimento 1: Inicio 15/06/2011 y Final 13/07/20REcogidas muestras a dia 0 y 15.
Experimento 2: Inicio 05/07/2011 y Final 31/07/20REcogidas muestras a dia 0y 15.
Experimento 3: Inicio 19/07/2011 y Final 28/07/20Recogidas muestas dia 0 (Circuito cerrado)
Experimento 4: Inicio 29/07/2011 y Final 29/09/20REcogidas muestras a dia 0, 14 y 31.

En la actualidad se esta procediendo al tratamidetdos resultados obtenidos en los analisis
bioguimicos correspondientes a los diferentes éxeeitos realizados.

5. Atrticulos cientificos

Viciano, E., Iglesias, J., Lago, M.J.,Sanchez ®téro, J.J. y Navarro, J.C. 2011. Fatty acid coritiposof
polar and neutral lipid fractions @ctopus vulgaris Cuvier, 1797 paralarvae reared with enriched awgr
Artemia. Aquaculture Research 42, 704-709.

Fuentes, L., F.J. Sanchez, M.J. Lago, J. Igle§a®azos, F. Linares. 2011. Growth and surviv@abpus
vulgaris (Cuvier 1797) paralarvae fed on three Artemia-dagiets complemented with frozen fish flakes,
crushed zooplankton and marine microalgae. Scidaiana 75(4), 771-777.

Sanchez, F.J., Fuentes, L., Otero, J.J., Lago, Midares, F., Pazos, G., Iglesias, J. 2011. Effédank
volume on the growth and survival of rear€ittopus vulgaris paralarvae Aquaculture Research.
DOI:10.1111/j.1365-2109.2011.03049.x

Uriarte, I., J. Iglesias, C. Rosas, M.T. VianaCJNavarro, P. Seixas, E. Vidal, A. Ausburger, 8reda, F.

Godoy, K. Paschke, A.Farias, A. Olivares and O.igaifi2011. Current status and bottle neck of odopo
aquaculture: the case of American species. Joofriak World Aquaculture Society 42 (6): 735-752.

6. Congresos y reuniones

Reunion anual de coordinacién proyecto Nutripulpcudnar. IRTA. San Carles de la Rapita. Febrero 2011

Aquaculture Europ2011, evento organizado por la European AquaculturéeBo(EAS) enRodas Grecia,
18-21 octubre 2011.

Xl Congreso Nacional de Acuicultura. Universiflitécnica de Catalufia - Castelldefels (BarceloR&)
24 noviembre 2011.
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Anexo 3. Informe anual 2012

INFORME GALICIA, ANUALIDAD 2012
PLAN NACIONAL JACUMAR NUTRIPULPO

Titulo: NUTRICION Y ALIMENTACION DE PARALARVAS Y SUBADULT OS
DEL PULPO DE ROCA (OCTOPUS VULGARIS).

Investigador Principal Galicia (CIMA-IEO): Josédglas Estévez. IEO-Vigo

INFORME DE ACTIVIDADES REALIZADAS

1. Obtencién de zoeas de decapodos (cangrejos autdaennécora, buey, etc.).

La empresa Remagro S.L., donde se estaban realizgreh parte de los
experimentos descritos, era comercializadora dstacaos por lo cual a lo largo del afio
habia abundancia de decapodos de nédi@i(a puber), buey de marGancer pagurus),
centolla Maja brachydactyla), cangrejo Carcinus maenas) y bogavante Homarus
gammarus) seleccionados en el proyecto como presas pacal@&yo de paralarvas de
Octopus vulgaris.

En 2012 el cierre de la cetarea pertenecienteramdimpresa ha hecho imposible la
obtencion de reproductores capaces de suminisisardeas necesarias para llevar a cabo
los experimentos previstos en dichas instalaciop@s)o que las mismas han tenido que
ser desarrolladas en las instalaciones de la RlienGultivos del Oceanografico de Vigo.

En los meses de Mayo y Junio de 2012, se dispusteembras ovadas déaja
brachydactyla, procedentes de cetareas del area de Vigo, en wmmgdendos de 1000 L
provistos de circuito abierto y se realiz6 un colntfel desarrollo embrionario de las
puestas, siguiendo el mismo protocolo utilizado eknafio 2011. Las hembras eran
separadas en funcion del estado embrionario daiEmas en 3 tanques. Asi, en el tanque
1 se estabularon las hembras en estado | y lasspomdientes al estadio final (estado III)
en el ultimo de los tanques, con el fin de obtememlporte continuo de zoeas. Una vez
completadas las puestas se procedio a la renovdeitos stocks de centollas.

Una vez eclosionadas, las zoeas eran suministrdivtactamente al tanque de
paralarvas de pulpo estabuladas en el IEO de digiogde se estaba desarrollando uno de
los experimentos de cultivo de las mismas, prewvataje estimado del n°® de zoeas
aportado. Las puestas fueron continuas, coincidiezah el experimento de cultivo de
paralarvas.

El experimento de cultivo de centollsldja brachydactyla) comenzo el 6 de junio
del afio 2011 en las instalaciones de la empresa@ens.L., y continla en la actualidad
con 18 ejemplares (10 machos y 8 hembras) destadanéscasa mortalidad de las
centollas a partir de los 100 dias de vida y eld@precimiento de las mismas en la fase
de engorde. El alimento suministrado consté delldejiresco Mytilus galloprovincialis),
lirio congelado Micromesistius poutassou), erizos Paracentrotus lividus) y macroalgas.
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Los parametros fisico-quimicos (temperaturaydbtenidos durante la estabulacion de las
centollas aparecen reflejados a continuacion €iglara 1.

Parametros fisico-quimicos de tanques de centolla
( Maja brachydactyla)
2012

25,00

20,00 -

15,00 ~
mT2

10,00 - =02

5,00 -

0,00 -

En Feb Marz Abr May Jun Jul Ag Set Oct Nov

Figura 1: Variacibn de los parametros fisico-quomi de los tanques de
estabulacion de centolla.

De los 18 ejemplares estabulados, cinco hembrasréalizado ya la muda
terminal. Una vez que se produzca su maduraciocaatividad se podra completar por
primera vez el ciclo de esta especie bajo condésiote cultivo y se procedera a la
publicacion de este importante proceso de cultivo.

Al no financiar JACUMAR este proyecto el préximooaZ013, todos los ejemplares
fueron trasladados desde la empresa REMAGRO Sdta has instalaciones de la Planta
de Cultivo del IEO de Vigo.

2. Obtencion de zooplancton del medio natural y de loafloramientos artificiales
en los tanques exteriores

El objetivo fue analizar la viabilidad de la obt&mcde zooplancton procedente del
medio natural a través de la filtracion del misragapaporte alimenticio de los cultivos de
paralarvas de pulpo. La situacion geogréfica daripresa Remagro S.L. parecia la idénea
para la obtencion a través de la toma principaglea de una gran cantidad y variedad del
mismo, al estar situada en un lugar donde lasesdgs juegan un papel muy importante.

El zooplancton fue capturado mediante un filtroeesp (UNIK®) | instalado en la
toma de agua principal de la empresa Remagro Stk.ftiro esta compuesto de aros con
malla de plancton provistos de movimiento giratoyioun sistema de auto-limpieza
mediante agua a presion. El zooplancton quedaidetean diferentes compartimentos
segun su tamafo y es conducido a recipientes guratie ser cosechado.

Se realizaron captaciones aleatorias, durante &sesnde mayo a junio del 2012,
del agua de mar procedente del tanque de cabeueragumninistra agua a la empresa

IF_NUTRIPULPO. GALICIA FEBRERO 2013 Pagina 10 de 16



MINISTERIO
DEAGRICULTURA, PESCA St
Y ALIMENTACION

Remagro S.L., la cual pasa previamente por um filonde quedan retenidas las particulas
mMAas gruesas, agua captada directamente del maroBaron dos tipos de aros, cuyos
filtros tenian una luz de maya de 200 y 1000 pana seleccionar posibles presas que
tuviesen un tamafo adecuado para la alimentacidasdparalarvas y descartar aquellas
gue por su tamafio serian rechazadas. El volumeguke correspondiente a la filtracion
fue de 21'6 m/dia.Las muestras, una vez recogidas y procesadaspfaerservadas en
frio hasta su traslado al IEO de Vigo para su past&entificacion. Los resultados de las
especies obtenidas en este experimento se muastmatinuacion en la Tabla 3.

Otro método de recoleccion de zooplancton y fueafido agua procedente de los
afloramientos fitoplanctonicos y zooplanctonico® d@ empresa realiza con regularidad
en grandes tanques rectangulares exteriores parenéd de larvas de ostras y almejas de
su criadero. Un volumen determinado de agua salfdta través de un tamiz de 25 mp y a
continuacion se realizaba un analisis cualitatigspécies zooplanctonicas presentes) y
cuantitativo (individuos por metro cubico) de laestra. Se realizaron diversos muestreos
en primavera y verano. En la Tabla 3 se resumerefagtados

Tabla 3: Listado de grupos zooplancténicos obtenigor filtracion de zooplancton
procedente del medio natural y de los afloramiefitoglanctonicos exteriores. Las cruces
indican abundancia relativa.

Deposito principal Bloom exterior
ESPECIES MALLA MALLA MALLA
>1000 pm | <1000 pm 25um
Cladoceros +
Anfipodos + +
Misidaceos + +
Ciliados ++ ++
Copépodos + +++ ++
Gasterépodos (larvas) + ++ +
Cirripedos (larvas) + +++ +
Poliquetos +
Decapodos (larvas) +
Apendicularias +
(Diatomeas: fitoplancton) +++

En las distintas filtraciones realizadas se endomfran cantidad de materia
organica asi como pequefias trozos de macroalgamlsupuso un problema a la hora de
seleccionar el zooplancton presente como aponteeaticio a los cultivos, ya que dicha
materia terminaba sedimentando en el fondo dedongques de paralarvas produciendo
problemas en el cultivo de las mismas al desconmrpen&n las captaciones realizadas en
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el aflo 2012 se corrobor6 finalmente que, a pesaudelos organismos de zooplancton
existentes poseian unas caracteristicas bioquindgtimas para el cultivo larvario del

pulpo, su escasez tanto en el agua de la tomaigaincomo en los afloramientos

exteriores impide cosechar una cantidad suficieotamo para poder llevar a cabo el
cultivo larvario a escala industrial. En conseciugnge concluye que uno de los objetivos
del proyecto, que consistia en utilizar el zooplamdombeado para el cultivo larvario del
pulpo se descarta como método viable de aplicanthustrial.

3. Cultivo de paralarvas.

En la empresa REMAGRO S.L. se llevaron a cabo afi@R012 dos experimentos
de cultivo de paralarvas en tanques de 1000L, irenito abierto de agua. Paralelamente
se llevd a cabo otro experimento en la Planta dev@si del IEO de Vigo hasta el mes de
vida y con las mismas condiciones de cultivo quaeampresa REMAGRO S.L.

El rango de temperatura oscilé entre los 18 y [C2utilizando para ello calentadores
industriales utilizados para acuarios. La densi@dadaria fue de 10-15 ind./litro y se
realizaron controles diarios de alimento, siendodknsidad de Artemia y zoeas
suministradas de 0.3-0.6 ind/ml, aumentando o disp@ndo estas ultimas en funcion de
la escasez o abundancia de las mismas. Se utliaperiodo natural con sombra parcial.
Se utilizaron limpiadores de superficie. Controtiarios de temperatura, oxigeno y
concentracion de alimento, y quincenales de caldildagua de cultivo (pH, nitritos y
amonio). Se realizaron muestreos de talla, peso seecogida de muestras para analisis
bioquimico al principio, medio y al final de lagperiencias. Los pesos secos medios
obtenidos en los distintos experimentos aparecigjados en la tabla que se muestra a
continuacion:

Tabla 4: Peso seco (mg) a lo largo de un mes ddgpaas de pulpo en los experimentos
desarrollados en Remagro (O Grove) e IEO de Vigo.

Dia 0| Dia 15 Dia30
(eclosién)

Experimento 1| 0.36+0.02 0.77+0.09 -
Remagro

Experimento 2| 0.36+0.02 0.82+0.09 -
Remagro

Experimento 3| 0.36+0.02 1.30+0.26 -
IEO

Experimento 4 | 0.36+0.02 1.41+0.11 2.90+0.59
IEO

4. Analisis bioquimicos de paralarvas y presas
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Se tomaron muestras por triplicado para el analssiparalarvas procedentes de los
diferentes cultivos desarrollados los dias 0, BB yle vida en el Centro de Investigacions
Marifias. Asimismo se tomaron muestras de las presiésadas como alimento de las
larvas en cada uno de los sistemas de cultivonfatéArtemia salina) de 1 dia de vida y
zoeas de centollaMaja brachydactyla) recién eclosionada, asi condel fitoplancton
utilizado en Remagro: procedente de las bolsasuliea interiores de la nave o bien los
obtenidos por “bloom” artificial exterior.

Asimismo se realizaron analisis de zoeas de nébmara puber) y buey de mar
(Cancer pagurus) con el fin de conocer la composicién bioquimidaslas mismas y su
posible utilizacion como presas.

Los andlisis realizaron fueron: proteinas vy lipitlatales, clases de lipidos (ésteres
y ceras, triglicéridos, acidos grasos libres, estery fosfolipidos) y acidos grasos de las
muestras recogidas.

Las muestras de paralarvas del pulpo recogidaslaaealizacion de los andlisis
bioquimicos fueron las que se detallan a contirfunaci

Experimento 1. Recogidas muestras a dia 0 y 15.
Experimento 2: Recogidas muestras a dia 0y 15.
Experimento 3. Recogidas muestras a dia 0y 15.
Experimento 4: Recogidas muestras a dia 0, 15 y 30.

En la actualidad se esta procediendo al tratamigatms resultados obtenidos en
los analisis bioquimicos correspondientes a lareliftes experimentos realizados.

5. Articulos cientificos

Domingues, P.; Sanchez, F.J.; Iglesias J.; Otelqg Pazos, G. y Linares F. (2012).
Variaciones en peso, lipidos y proteinas totalespaelarvas recién eclosionadas de
Octopus vulgaris (Cuvierl797) durante la puesta. Poster n°® 18 ptade en el Foro
Iberoamericano de Recursos Marinos y AcuicultufRIgFA 2012).Cadiz.

Iglesias J, G. Pazos, J. Fernandez, F.J. SancleDtéro, P. Domingues, M.J. Lago and
F. Linares (2012). The use of crab zoeae on graawith biochemical composition of
Octopus vulgaris paralarvae. Aqua 2012 Prague. Poster n° 1053.

6. Congresos y reuniones

Aquaculture Europ2012 evento organizado por la European AquacultureeBo(EAS)
en Praga (Republica Checa): 2 al 5 septiembre gf¥&2entacion poster).

Cephalopod International Advisory Council Symposiy@IAC 2012). Floriandpolis.
Brasil. 27 septiembre- 2 de octubre (presentaciénposters y chairman de sesién
Cultivos).

Foro lberoamericano de Recursos Marinos y Acuicalt(FIRMA 2012). Noviembre
Cédiz. (Presentacion de un poster).
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ANEXO 4.- Resultados preliminares obtenidos con elso de enriquecedor preparado
por ICCM.

P\ e

b £

Ensayos con enriguecedor elaborado por el ICCM

Se ponen cuatro tanques: dos de control alimentadosartemia de 1 dia de vida
alimentada con Ig, y otros dos con artemia de lediguecida 6 horas con un producto
elaborado por el ICCM elaborado en el Instituto &&n de Ciencias Marinas. La
supervivencia en la primera fase (hasta dia 2&)agr con el enriquecedor, pero en peso
no se aprecian diferencias significativas. Estandates de andlisis las muestras de
composicién bioquimica.

Tabla 5:- Cultivo de paralarvas de pulpo comparatidta control y uso de enriquecedor
de Artemia elaborado por el ICCM.

CONTROL Enriquecedor de Artemia ICCM
Edad Peso Peso
(dias) seco (g) | DESVEST| Superv. seco (g) | DESVEST| Superv.
0 0,286 0,008 - 0,286 0,008 -
10 0,425 0,064 - 0,399 0,063 -
23 0,709 0,199 21% 0,682 0,187 47%
Frueba ennqueacedor [CUM
'] -
0.9
0,8 - —— Contral

- =3 - Enriquecedor

Fesoseco(mag)

0.1 7

0 5 10 15 20 25
Nias de vida

Figura 1.- Crecimiento en peso seco (mg) de paadasle pulpo con Artemia enriquecida
con microalgas (control) o enriquecedor ICCM.
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ANEXO 5.- COMPOSICION BIOQUIMICA DE PARALARVAS DE P ULPO.

Dias

Dia 0

Dia 15

Experimentos

C1

C2

C3

Cc2

C4

% Proteinas

44,77+0,26

46,51+1,7

45,00£1,3

A,17+1,63

50,87+0,44

41,47+1,

914,55+1,12

% Lipidos

11,64+0,44

12,95+0,5

13,17+0,6

10,85+()4B3,28+1,28

15,11+0,8

12,9340,

$,83+0,20

CLASES DE L

[PIDOS (% li

p.totales)

E+C

0,00+0,00

0,00+0,00

0,00+0,0d

0,000,

2,370,

59,9320,09

1,09+0,32

0,17+0,3(

TAG

0,00+0,00

0,00+0,00

0,00+0,0d

0,000,

1,77%0,

81,00£0,00

0,00+0,00

Acidos

5,32+1,20

4,95+0,27

3,74+0,24

2,990,

4,7510,

v4,2780,32

3,55+0,24

Esteroles

18,03+2,48

16,87+1,6

19,57+1 4

19,84+

,02+0,25

14,10+0,4

14,361,

616,54+0,8(

Fosfolipidos

36,65+3,67

38,18+1,8

36,69+1,%

37,16+

,29+3,31

43,34+2,9

40,9941,

139,39+1,0

ACIDOS GRASOS (%total)

PUFAs

55,34+0,68

51,93+3,8

54,13+£1,]

235,00+1,06

46,52+2,3

45,602, p

SAFAs

33,00+0,49

32,88+0,0

34,26+1,]

34,13+0,7

33,4110,

MUFAs

11,66+0,20

15,19+3,8

11,62+0,2

19,34+2,2

Sum,W3

41,54+0,92

39,47+0,6

42,45+1 4

33,88+1,9

Sum,W6

8,34+0,12

7,58+0,20

6,89+0,1(

5,48%0,29

W3/W6

4,98+0,17

5,22+0,63

6,16+0,18

D9,5340,12

DHA/EPA

1,47+0,03

1,09+0,34

1,38+0,071

1,360,

D5,80£0,05

EPA/DHA

0,68+0,02

0,97+0,26

0,73+0,04

0,7410,

D8 ,2540,08

EPA

16,16+0,17

18,03+0,9

17,07+0,]

17,61+0,6

DHA

23,69+0,80

19,44+4.9

23,4913

14,16+1,3

ARA

7,84+0,10

E+C- Esteres+ceras
TAG-triglicéridos

PUFAs- &cidos grasos poliinsaturados
MUFAs-acidos grasos monoinsaturados

6,86+0,06

IF_NUTRIPULPO. GALICIA

6,43+0,09

Sum3- PUFAWS
SumWwe6- PUFAWG
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EPA- acidosejgentaenoico
DHA- &cido daltexaenoico

19,5840,35
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COMPOSICION BIOQUIMICA DE PRESAS DE PULPO

PRESAS AC Alg AM AB AR AIEO ZN ZB ZC
%L ipidos 19,74+1,0|17,98+0,8 | 16,53+0,39 | 17,49+0,714,50+0,6 | 17,82+0,72| 14,34+0,79,99+0,15 | 10,44+1,03
9 2 1 5 1
%Proteinas 49,29+0,6 | 43,22+0,3 | 47,30+2,74 | 38,02+3,1 38,33+1,7 | 34,74+2,33| 43,44+3,427,16+0,53| 33,28+1,49
6 1 3 3 0
BBES LIPIDICAS ( % Lipidos Totales)
E+C 0,00+0,00 | 0,00+0,00| 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,0000$0,00 | 1,19+0,57| 2,34+0,04 0,00%0,0C
TAG 56,94+5,69| 25,52+3,64| 29,30+0,96 35,66+2,41 9,37+1,66 | 16,89+1,1817,36+1,24 9,46+0,34 | 20,17+1,91
Acidos 1,78+0,15 | 3,42+0,04| 3,42+0,41 8,18+0,81 2,48+0,4709#0,11 | 1,23+0,28 3,45+0,30 3,99+0,34
Esteroles 2,58+0,17 | 5,94+1,09| 5,25+0,22 4,38+0,26 9,25+0,406780,12 | 9,28+0,40| 6,70+0,45 7,45+0,68&
Fosfolipidos 10,49+1,55 25,24+2,31| 29,42+8,66 30,82+9,13 38,90+0,92 44,56+6,01| 30,94+0,63| 38,05+1,02| 42,05+3,33
ACIDOS GRASOS (% Total)
PUFAs 52,40+0,21 44,45+2 24 45,61+1,13 47,23+0,82,77+0,31 48,41+0,26 47,94+0,49 | 48,85+0,5046,70+0,30
2
SAFAs 18,97+0,20 22,59+0,35 22,38+0,73 20,94+0,25,70+0,17 24,30+0,19 25,06+0,13 | 23,48+0,3626,13+0,13
5
MUFAs 28,6340,11 32,96+1,90 32,01+0,41 31,83%+0,31,53+0,31 27,29+0,07 27,00+£0,36 | 27,62+0,227,09+0,20
0
S®3 44,060,21 35,05+2,68 38,10+0,23 39,09+0,24,38+0,40 26,50+0,11 38,48+0,51 | 42,95+0,388,06+0,26
8
Sn6 8,16+0,02 9,06+0,46 | 7,31+0,97 7,80+0,28 7,81+0,13,42+0,33 6,90+0,09 | 4,55+0,13 6,80+0,02
EPA 0,98+0,01 2,06+0,12 | 2,77£1,47  2,62+0,69 12,37+03,99+0,06 | 24,28+0,22 24,92+0,289,74+0,11
DHA 0,01+0,02 0,18+0,09 | 0,06+0,05 0,14+0,07 1,35+0/0196#0,02 | 10,74+0,16/ 14,07+0,116,63+0,18
ARA 1,73+0,03 2,51+0,21 1,76+0,96 2,23+0,04 2,39+0,098540,21 | 6,11+0,08 | 4,26+0,07 6,31+0,05
AC- Artemia recién eclosionada AR-Artemia de 8 dias alimentada con ZN- zoeas de nécora
Alg- Artemia enriquecida con l.galgana la mezcla de fitoplancton ZB- zoeas de buey

AM- Artemia enriquecida con la mezcla de
fitoplancton (Remagro)
AB- Artemia enriquecida com el bloom de fitoplancton

IF_NUTRIPULPO. GALICIA

AIEO Artemia de 8 dias alimentada con l.galbana ZC-zoeas de centolla

FEBRERO 2013

Péagina

16 de 16



"
25 MNSTERO s JACUMAR
3 R pEsCA LA 2
. YALIMENTACION
d

P\ e

PLAN NACIONAL DE JACUMAR:

NUTRICION Y ALIMENTACION DE PARALARVAS Y
SUBADULTOS DE PULPO DE ROCA (Octopus vulgaris).
NUTRIPULPO.

Subproyecto: Nutricidén y Alimentacion de subadultos de
pulpo de roca (Octopus vulgaris).

Informe Final

. “\W'
REGIC % R
= * *
., . * *
Region de Murcia ﬁ > ox X
Consejeria de Agricultura y Agua M

Crecemos o

con Europa
Unién Europea . Instituto Murciano de Investigacion y Desarrollo
Fondo Europeo de Desarrollo Regional Agrarioy Alimentario

Comunidad Auténoma de la Region de Murcia.

Instituto Murciano de Investigacion y Desarrolla Ag rario y
Alimentario. IMIDA.

Investigador Principal: Jesus Cerezo Valverde.

Investigadores:  Maria Piedad Sanchez-Morillo Velard e.
Benjamin Garcia Garcia.

IF NUTRIPULPO-MURCIA 28/2/2013 Péagina 1 de 68



iINDICE:
Linea 2.1.: Requerimientos nutritivos del pulpo de roca.
Tarea 2.1.3. Requerimientos nutritivos de las diferentes clases lipidicas.

Variacion en la composicion lipidica durante el ayuno a corto plazo en el
pulpo comun (Octopus vulgaris).

Requerimientos lipidicos de pulpo comun (Octopus vulgaris) obtenidos
a partir de dietas formuladas con distinto contenido en aceite de
pescado.

Tarea 2.1.6. Requerimientos de carbohidratos

Contribucion energética de los carbohidratos durante el ayuno en el
pulpo comun (Octopus vulgaris).

Linea 2.2: Optimizacion de los formatos de pienso p  ara el pulpo de
roca

Tarea 2.2.1 Digestibilidad “in vivo” de los piensos elaborados con gelatinas

Crecimiento y digestibilidad de dietas formuladas a base de
ingredientes secos y liofilizados en el pulpo comun (Octopus vulgaris).

Tarea 2.2.2. Mejora de la textura y estabilidad de los piensos
Inclusién de gomas y gelatinas comerciales.

Aceptabilidad de distintos ingredientes para la formulacion de piensos
para el pulpo comun (O. vulgaris).

MINISTERIO
DEAGRICULTURA, PESCA St
Y ALIMENTACION

17

39

39

45

45

45

61

61

64

IF NUTRIPULPO-MURCIA 28/2/2013 Pégina 2 de 68



INISTERIO
EAGRICULTURA, PESCA St
ALIMENTACION

LINEA 2.1: REQUERIMIENTOS NUTRITIVOS DEL PULPO DE R OCA.

Tarea 2.1.3. Requerimientos nutritivos de las difer  entes clases lipidicas.

Variacion en la composicion lipidica durante el ayu no a corto plazo en el
pulpo comun (Octopus vulgaris).

Introduccion

Actualmente, existe cierta controversia sobre la capacidad de la utilizacion de los
lipidos como fuente de energia en los cefalopodos. Estos presentan en su
composicién corporal menos de un 2% en peso humedo de lipidos (Lee, 1994),
mostrando altos niveles de fosfolipidos, colesterol y acidos grasos poliinsaturados,
especialmente de la serie n-3, (Sinanoglou y Miniadis-Meimaroglou, 1998;
Navarro y Villanueva, 2000, 2003; Almansa et al., 2006), por lo que se ha
sugerido un predomino del papel estructural sobre el energético (O'Dor et al.,
1984; Moltschaniwskyj y Johnston, 2006). Apoyando esta hipoétesis, se han
detectado bajos niveles de actividad enzimatica y una capacidad limitada para la
oxidacion de sustratos lipidicos en el tejido muscular (Mommsen y Hochachka,
1981).

Por el contrario, existen evidencias sobre su utilizacidon energética, tal y como se
deriva de la relacion O/N observada en varias especies de cefalopodos (Segawa y
Hanlon, 1988), especialmente elevada en situaciones de ayuno (Boucher-Rodoni
y Mangold, 1985, 1988), o la liberacion gradual de carbono marcado
radiactivamente procedente de acidos grasos previamente suministrados (O’Dor
et al.,, 1984). Ademas, los cefalépodos presentan enzimas lipasas a lo largo del
tracto digestivo (Caruso et al., 2004), y aunque la digestibilidad de los lipidos no
es alta en comparacion con la proteinas (Petza et al., 2006; Mazon et al., 2007),
son capaces de almacenarlos en cantidades importantes a nivel de la glandula
digestiva y de movilizarlos en situaciones de ayuno (O’'Dor y Wells, 1987; Castro
et al., 1992). Igualmente, la amplia variabilidad observada en este 6rgano tanto en
el contenido lipidico como en la distribucion de sus clases sugieren papeles
distintos de los lipidos asociados al estilo de vida y la estrategia alimentaria de la
especie (Rosa et al., 2005).

Al respecto, los experimentos de ayuno han resultado de utilidad en el estudio de
los requerimientos lipidicos, tanto en peces (Jezierska et al., 1982; Vigliano, 2002)
como en cefalopodos, observandose una dependencia de la utilizacion de las
reservas energéticas segun el periodo de ayuno considerado (O'Dor et al., 1984,
Boucher-Rodoni y Mangold, 1985; Castro et al., 1992). Puesto que el fin de la
acuicultura es desarrollar las maximas prestaciones de crecimiento y
aprovechamiento nutritivo es poco habitual que los animales estén sometidos a
largos periodos de ayuno, pudiendo ser més util estudiar los cambios bioquimicos
que se producen en los primeros dias de inanicion. Por lo tanto, el objetivo de
este estudio es determinar la variacion en el contenido lipidico y de sus distintas
clases en los distintos tejidos de O. vulgaris durante el ayuno a corto plazo. Estos

IF NUTRIPULPO-MURCIA 28/2/2013 Pégina 3 de 68



INISTERIO
EAGRICULTURA, PESCA St
ALIMENTACION

datos pueden ser utiles no solo en la comprension de los requerimientos lipidicos
de los cefalépodos sino en la mejora de la formulacion de dietas artificiales
destinadas a su produccion.

Material y métodos

Animales de experimentacion: captura y aclimatacion.

Los pulpos se capturaron en el Mar Mediterraneo (Murcia, S.E. Espafia) mediante
arte de arrastre y se mantuvieron en tanques de 2000 | en el laboratorio. Los
ensayos comenzaron cuando los animales se aclimataron, entre una y dos
semanas después, comprobandose que se alimentaban de forma regular con la
racion calculada segun Garcia Garcia y Cerezo Valverde (2006). Finalizado el
periodo de aclimatacion, los animales se pesaron y sexaron con el fin de formar
grupos experimentales con un peso medio inicial similar. En total se emplearon 20
ejemplares macho de entre 957,00 y 1099,25g (1022,75 + 163,96 g) de peso para
configurar un total de 5 grupos experimentales de 4 individuos cada uno (ver
Tabla 1). Cuatro grupos se sacrificaron a los dias 1, 2, 4 y 8 después de
suministrar la ultima comida. Ademas, se dispuso de un Grupo Control Final (CF)
que fue alimentado durante los 8 dias de duracién de la experiencia. El dia del
sacrificio los pulpos se pesaron y se procedié a su diseccion separando el tejido
muscular (animal sin visceras) y la glandula digestiva.

Determinacion de las clases lipidicas

Se determinaron en el tejido muscular (animal eviscerado) y la glandula digestiva
Con este fin cada una de estas partes se tritur6 y mezclé repetidamente hasta
obtener una mezcla homogénea, se envaso al vacio y se congeld posteriormente
a -20° C antes de proceder a la extraccién de grasa. Los lipidos fueron extraidos
por duplicado en cada fraccion del animal usando el método de Folch et al. (1957)
y se conservaron disueltos en hexano en ultracongelador a -80 °C. La separacién
de las distintas clases de lipidos se realizO mediante cromatografia de alta
resolucién de capa fina (HPTLC) siguiendo el método de Olsen y Henderson
(1989). Para ello primero se secaron las muestras con N; y se les afiadié un
volumen especifico de cloroformo:metanol (2:1) para obtener una concentracion
final de 10 mg/ml. Se usaron placas de gel de silice de HPTLC 20 x 10 cm
(Merck) sometidas a wun pre-tratamiento con cloroformo:metanol (2:1).
Posteriormente en las placas se aplicaron 15 pg de lipidos totales (1,5 pl de la
disolucién) de cada extraccién y por duplicado con un autoinyector Linomat 5
(CAMAG). Para el desarrollo de las placas se empled un primer solvente para
lipidos polares (LP: metilacetato, isopropanol, cloroformo, metanol y KClI;
10:10:10:4:3.6) y posteriormente un segundo para lipidos neutros (LN: hexano,
dietil eter y acido acético glacial; 32:8:0.8). Las bandas de los distintas clases de
lipidos se visualizaron con el reactivo de Fewster (mezcla de acetato de cobre
(3% p/v) en acido ortofosforico (8% v/v)) e introduciendo las placas en estufa a
160° C durante 15 min. La lectura de las placas se llevé a cabo por densitometria
mediante un scanner TLC 3 (CAMAG) a una longitud de onda de 254 nm. Los
lipidos detectados fueron lisofosfatidilcolina (LPC), esfingomielina (SM);
fosfatidilcolina (PC); lisofosfatidiletanolamina (LPE); fosfatidilserina (PS);
fosfatidilinositol (PI); &cido fosfatidico. cardiolipina. y fosfatidilglicerol (PA);
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fosfatidiletanolamina (PE); sulfolipidos (SL); pigmentos (PIG); monoglicéridos
(MG); diglicéridos (DG); colesterol (CHO); acidos grasos libres (FFA); triglicéridos
(TG); esteroles de colesterol y ceras (CE).

Calibracién para la cuantificacion de las clases lipidicas

En primer lugar se determind el orden de aparicion y la posicion de referencia de
cada una de las clases lipidicas aplicando cada una de ellas por separado y a
partir de disoluciones elaboradas con patrones puros (Larodan Fine Chemicals).
Posteriormente, se obtuvo el area expresada en unidades arbitrarias (U.A.)
correspondiente a la aplicacion de entre 0,1 y 15 ug de cada clase lipidica y por
triplicado. Con estos datos se elabor6 una recta patréon compuesta de 6 a 12
puntos, dependiendo de los limite de deteccion de la sustancia. Los valores
obtenidos se ajustaron a la ecuacion de una recta (y = a + bx) para LPC y LPE, o
a una funcién no lineal del tipo saturacion (y = yO + ax/ (b+x)) para el resto de
clases lipidicas. Todas las rectas elaboradas se ajustaron de forma muy
significativa a los valores obtenidos (P<0,001) y explicaron mas del 99 % de la
variabilidad observada. La representacion de las rectas de calibracidon se muestra
en las Figuras 1A (lipidos polares) y 1B (lipidos neutros).

Andlisis de los datos

La concentracion total de lipidos en los tejidos se expresé en g por cada 100 g de
muestra y la concentracion de las distintas clases lipidicas en mg por cada 100 g
de muestra, en ambos casos en peso humedo. Para evitar una interpretacion
errdnea de las variaciones en las concentraciones de lipidos debido a posibles
cambios en el tamafio de las distintas partes de los animales se obtuvo ademas el
contenido en lipidos en cada fraccibn de cada ejemplar segun la ecuacion:
Contenido en lipidos de la fraccién analizada (mg/ind) = Peso de la fraccion (mg)x
Concentracion en lipidos de la fraccion (mg/100g). Todos los resultados obtenidos
se expresaron como la media y la desviacion estandar de las replicas. Las
diferencias entre las concentraciones o el contenido por individuo de las distintas
clases lipidicas fueron evaluadas mediante analisis de la varianza ANOVA de una
via, con los datos previamente transformados en Ln (x+1). La normalidad y la
homogeneidad de las varianzas se comprobaron con el test de Kolgomorov y el
de Levene’s, respectivamente. Para todos los andlisis se establecio un nivel de
significacién P<0,05.
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Figuras 1(A-B) . Curvas de calibracion para la cuantificacion de los lipidos polares

(A) y neutros (B). LPC: Lisofosfatidilcolina; SM: Esfingomielina; PC:
Fosfatidilcolina; LPE: 'Lisofosfatidiletanolamina; PS: Fosfatidilserina; PlI:
Fosfatidilinositol; PA: Acido fosfatidico; PE: Fosfatidiletanolamina; MG:

Monoglicéridos; DG: Diglicéridos; CHO: Colesterol; FFA: Acidos grasos libres; TG:
Triglicéridos; EE: Esteres de esterol
Resultados

No existieron diferencias significativas entre los pesos medios de los distintos
grupos al inicio del experimento (P>0,05). Los grupos sometidos a ayuno
perdieron entre 66 (2 dias de ayuno) y 120 g de peso (8 dias de ayuno), mientras
gue los animales que fueron alimentados durante el periodo experimental ganaron
una media de 68 g, mostrando un peso mayor de la glandula digestiva (P<0,05).
No existieron diferencias significativas en la concentracion de grasa en el tejido
muscular (0,08-0,10 g/100 g) ni en la glandula digestiva (6,4-8,4 g/100 g), aunque
el contenido de grasa individual de este 6rgano fue significativamente menor (1,4
g/ind.) respecto de los animales alimentados (3,6 g/ind.) (Tabla 1).

IF NUTRIPULPO-MURCIA 28/2/2013 Pégina 6 de 68



INISTERIO
EAGRICULTURA, PESCA St
ALIMENTACION

No existieron diferencias significativas en la concentracion (g/100g) ni en el
contenido (mg/ind.) de los lipidos polares como consecuencia del ayuno en el
tejido muscular. Si se detecté un contenido menor de monoglicéridos y colesterol
en los animales alimentados (18,7 y 58,0 mg/ind., respectivamente) respecto de
los que ayunaron durante 8 dias (40,2 y 101,1 mg/ind., respectivamente; Tablas 2
y 3). En la glandula digestiva se detecté un aumento progresivo en la
concentracion de la mayoria de los lipidos polares con el ayuno, aunque solo fue
significativa para la PE (Tabla 4). No existieron diferencias en el contenido de
ninguno de los lipidos polares a nivel de la glandula digestiva como consecuencia
del ayuno, aunque los animales que fueron alimentados mostraron valores
mayores de PC, LPE, PA y PE respecto de todos los grupos que ayunaron (Tabla
5). En referencia a los lipidos neutros, se observaron mayores concentraciones de
MG en los grupos que ayunaron (462-773 mg/100 g) respecto de los que fueron
alimentados (222 mg/100g), aunque estas diferencias desaparecieron al expresar
los valores como contenido a nivel de la glandula digestiva. La concentracion de
TG fue significativamente menor en el grupo sometido a 8 dias de ayuno (526
mg/100 g) respecto del resto de grupos experimentales (1949-2996 mg/100 @),
traduciéndose también en un contenido significativamente menor (104 mg/ind.)
respecto de los grupos que ayunaron un solo dia (904 mg/ind.) o los que fueron
alimentados (1342 mg/ind.).

Discusion

Sobre las variaciones en la composicion lipidica del tejido muscular

Las concentraciones y contenidos en lipidos del tejido muscular en O. vulgaris
han sido poco relevantes, coincidiendo con los resultados obtenidos en la
musculatura de otros octépodos (Suryanarayanan y Alexander, 1971; Fuijii, 1960).
Considerando todo el tejido muscular de un ejemplar de 1 Kg de peso los lipidos
polares no superaron los 622 mg/ind. y los neutros los 191 mg/ind., destacando el
mayor contenido en PC, PE y CHO, al igual que los resultados obtenidos en
trabajos previos (Navarro y Villanueva, 2000, 2003; Almansa et al., 2006). Segun
nuestros resultados, el ayuno no afectd a la concentracion ni al contenido de
ninguno de los lipidos polares a nivel del tejido muscular. Por el contrario, el
aumento en la concentracion y contenido en MG en los animales sometidos a 8
dias de ayuno podria estar relacionado con la utilizaciéon o y transformacién de
otras clases lipidicas como los TG, aunque en todo caso la contribucion de éstos
altimos seria poco relevante puesto que no han mostrado cambios significativos.
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Tabla 1. Peso inicial (PI), peso final (PF), incremento de peso (IP), peso eviscerado (PE) y de la glandula digestiva (PGD),
indice de la glandula digestiva (DGI), concentraciones (%) de agua y grasa en el musculo (M) y en la glandula digestiva (GD)
y contenido total de grasa por individuo (g) en ambas fracciones.

GRUPO 1 dia de_ ayuno 2 dias d_e ayuno 4 dias d_e ayuno 8 dias d_e ayuno Aliﬁzmg)ollos ANOVA
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)
Pl (9) 986 + 101 1034 + 166 1050 + 163 1099 + 182 998 + 157 n.s.
PF (9) 918 + 121 968 + 164 959 + 169 979 £ 177 1066 + 154 n.s.
IP (9) -68 + 25° -66 + 28° 91 + 142 -120 +31° 68 + 62" *
PE (9) 819 + 111 879 + 150 882 + 148 912 + 150 921 +117 n.s.
PGD (g) 36,5+8,1% 31,9 +7,9™ 24,1 +6,4% 21,5 +4,7° 44,0 + 6,52° *
DGI (%) 3,9+0,4% 3,3+0,3" 2,5+0,3° 20+0,1° 4,2+0,9 *
Humedad M (%) 79,4 +0,5° 79,2 +0,4° 79,3 +0,6° 79,6 £ 0,2%° 80,2 +0,4° *
Grasa M (%) 0,10 + 0,02 0,09 + 0,03 0,10 + 0,02 0,08 £0,2 0,08 +0,03 n.s
Grasa M (g) 0,87 £0,28 0,81 +0,43 0,89 + 0,30 0,73 0,30 0,76 +0,43 n.s.
Humedad GD (%) 60,6 + 2,3° 65,3+ 4,7% 66,3 +5,5% 70,2 £3,3 62,3+ 1,9% *
Grasa GD (%) 84+1,7 8,0 +4,3 75+5,2 6,4 + 4,6 81+1,7 n.s.
Grasa GD (g) 3,1 +1,02% 2,6+1,3% 20+1,7° 1,4+1,1° 3,6 0,9 *

n.s. = no significativo (P>0,05); *P<0,05
Superindices distintos indican diferencias significativas entre grupos.
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Tabla 2. Concentracion (mg/ 100g de muestra en peso humedo) de las distintas clases de lipidos en el masculo de O.

G JACUMAR

vulgaris.
. . . . Control
GRUPO 1 dia df ayuno 2 dias d_e ayuno 4 dias d_e ayuno 8 dias d_e ayuno Alimentados ANOVA
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n = 4)
Lipidos polares (LP)
LPC 2,9+472 15+1,3 2,1+4.2 n.d. n.d. n.s.
SM 1,004 1,3+04 14+04 1,9+0,6 09+0,7 n.s.
PC 24,9+ 4,7 21,3+6,9 21,5+54 20,5%6,2 21,3 £12,1 n.s.
LPE 34+1,6 3,6+3,7 49+25 3,6+0,1 22+2.2 n.s.
PS 6,0+0,9 59+0,3 6,8+1,8 65+1,4 44+2.,4 n.s.
PI 6,0+0,9 8,6 +4,2 8,4+3,5 6,715 34+£2,0 n.s.
PA/PG/CL 48+1,3 44+£1,2 50+1,7 3,4+0,9 3,7+1,3 n.s
PE 18,3+1,8 19,5+6,8 19,6 £5,3 14,0+3,1 16,3 +9,1 n.s.
SL 1410 0,4+0,8 n.d. 0,4+0,4 0,7+0,6 n.s.
PIG n.d. n.d. n.d. 0,3x0,3 n.d. n.s
Lipidos neutros (LN)
MG 2,4+0,2 25+0,7% 3,6 £0,4" 4,4+0,9° 2,0+1,6 *
DG n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.s.
CHO 12,0 + 3,9 10,4 +2,7% 12,9+2,6% 92+4,1% 6,3+2,4° *
FFA 28104 3,0+£0,9 36+2,1 32+1,9 3,3+4,3 n.s.
TG 0,8+0,5 04+0,4 13+1,8 1,1+0,8 0,9+0,5 n.s
SE 0,5+0,3 0,8+0,6 0,4+0,7 16+1,1 0,7+1,3 n.s.
LP (Total) 68,8 6,5 65,7 +19,9 69,8+ 19,9 57,4+ 13,1 53,2 +28,5 n.s
LN (Total) 184+4,1 17,0+ 3,0 21,7+45 19,4 + 8,6 13,3+9,9 n.s

LPC: Lisofosfatidilcolina; SM: Esfingomielina; PC: Fosfatidilcolina; LPE: Lisofosfatidiletanolamina; PS: Fosfatidilserina; PI:
Fosfatidilinositol; PA/CL/PG: Acido fosfatidico. Cardiolipina. y Fosfatidilglicerol; PE: Fosfatidiletanolamina; SL: Sulfolipidos;
PIG: Pigmentos; MG: Monoglicéridos; DG: Diglicéridos; CHO: Colesterol; FFA: Acidos grasos libres; TG: Triglicéridos; SE:
Esteres de esterol y Ceras. n.d. = no detectado; n.s. = no significativo; *p<0,05
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Tabla 3. Contenido medio (mg) de las distintas clases de lipidos considerando todo el tejido muscular de un ejemplar de O.

vulgaris.

Control

GRUPO 1 dia dE ayuno 2 dias d_e ayuno 4 dias d_e ayuno 8 dias d_e ayuno i entados ANOVA
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n = 4)
Lipidos polares (LP)
LPC 20,9+29,6 14,1+13,8 19,8 +39,6 n.d. n.d. n.s.
SM 8,7+t4,6 11,9+5,2 12,2+5,6 176 +£8,6 8,3+ 6,7 n.s.
PC 208,5+ 65,7 192,6 £ 96,5 192,3 £65,0 191,7£90,8 196,4 +£112,2 n.s
LPE 27,2+11.8 30,8 +28,9 41,7 +19,1 32,3+5,2 20,0+ 20,2 n.s
PS 50,4 + 14,0 51,3+9,2 60,6 + 20,1 59,7 + 23,0 419+234 n.s.
Pl 50.1+11,6 79,3+£54,0 73,7 £33,6 61,5 +23,9 34,1 £19,7 n.s.
PA/PG/CL 39,4+115 39,4+17,3 45,1 +19,5 31,8+ 13,2 34,6 £13,2 n.s.
PE 151,7 £ 33,8 177,3 £ 93,7 175,87 £ 65,5 129,5 + 49,3 151,2 + 84,8 n.s.
SL 12,4+ 8.9 45+8,8 n.d. 38+4,1 7,0x+6,0 n.s.
PIG n.d. n.d. n.d. 2,8+3,9 n.d. n.s
Lipidos neutros (LN)
MG 20.0 + 3,9° 22,0+75% 31,0+ 3,0ab 40,2 £ 15,1b 18,7 + 14,72 *
DG n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.s.
CHO 96,7 + 28,2% 92,9 + 38,8% 115,1 + 35,4° 101,1 * 30,2 58,0 + 23,3 *
FFA 23,1+59 26,4+10,4 30,1+14,4 31,4+229 30,4 + 39,3 n.s.
TG 58+4,2 2,9+3.3 12,1+17,0 10,8+9,1 8,3+ 4,9 n.s
SE 52+1,0° 9,1+27°% 2,7+54°% 17,9 4_-12,7b 6,3+12,5° n.s
LP (g/ 100) 569,4 +122,4 593,4 +288,8 621,5 +227,3 530,8 +211,2 493,6 + 266,6 n.s
LN (g/ 100) 149,0 £ 29,0 151,0+£51,0 191,0+£51,2 185,5+£104,7 123,5+£90,9 n.s

LPC: Lisofosfatidilcolina; SM: Esfingomielina; PC: Fosfatidilcolina; LPE: Lisofosfatidiletanolamina; PS: Fosfatidilserina; PI:
Fosfatidilinositol; PA/CL/PG: Acido fosfatidico. Cardiolipina. y Fosfatidilglicerol; PE: Fosfatidiletanolamina; SL: Sulfolipidos;
PIG: Pigmentos; MG: Monoglicéridos; DG: Diglicéridos; CHO: Colesterol; FFA: Acidos grasos libres; TG: Triglicéridos; SE:
Esteres de esterol y ceras. n.d. = no detectado; n.s. = no significativo; *p<0,05.

IF NUTRIPULPO-MURCIA 28/2/2013 Pagina 10 de 68



MINISTERIO
DEAGRICULTURA, PESCA  Seelnaime
Y ALIMENTACION

Tabla 4. Concentracion (mg/ 100g de muestra en peso humedo) de las distintas clases de lipidos en la glandula digestiva de

G JACUMAR

O. vulgaris.
1 dia de ayuno 2 dias de ayuno 4 dias de ayuno 8 dias de ayuno _Control ANOVA
GRUPO _ B B B Alimentados
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n = 4)
Lipidos polares (LP)

LPC 121,3+19,2 79,9 £74,2 107, 74,1 113,6 £ 70,0 105,3 £ 39,3 n.s.
SM n.d. n.d. 7,3+8,5 13,3+18,8 58+11,5 n.s.
PC 321,8£51,4 327,5+74,2 570,6 £ 290,9 576,8 + 167,6 585,1 + 280,8 n.s.
LPE 74,6 £ 32,3 93,6 +47,5 87,2 + 60,6 78,3+ 34,2 109,7 + 23,2 n.s.
PS 266,6 £ 52,3 293,7 £88,0 346,5 £ 120,2 367,5+171,9 301,3+96,6 n.s.
Pl 158,2 + 26,8 228,2 £162,7 199,1+122,9 205,7 + 64,8 164,1 + 56,0 n.s.
PA/PG/CL 161,9 +25,9 194,2 + 62,6 109,5+43,3 200,4 £149,3 265,2 +37,5 n.s.

PE 148,4 +59,3% 201,3 +47,9% 2432 +110,1% 391,6 +216,6°  366,6 +181,9% *
SL n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.s.
PIG 39,4 £ 55,7 210,8 £196,6 96,3 +124,0 80,3% +120,5 120,5+81,2 n.s.

Lipidos neutros (LN)

MG 462,3 +80,9° 498,5 + 320,5° 490,89 + 333,5% 772,8 +478,9% 221,7 £ 67,6° *
DG 274,4 +107,3 184,6 £ 94,3 284,7 £94,5 365,0 = 506,7 152,6 £ 53,6 n.s.
CHO 263,0£22,3 432,8 +381,9 327,1 +£169,5 602,4 +532,6 196,6 £ 76,2 n.s.
FFA 1433,3 £162,6 1691,4 £789,3 1296,1 + 958,8 1728,8 £1824,2 1068,0 + 324,9 n.s.

TG 2356,0 + 553,42 1949,6 + 234,4°  2282,2 +2091,8% 526,5 299,1b 2995,7 +719,9% *
SE 416,8 £110,6 224,2 £ 96,9 372,9 £463,7 304,2 £ 421,1 246,2 £ 29,08 n.s.
LP (g/ 100) 1238,1 £149,1 1580,7 +530,4 1739,8 +962,1 1960,8 + 700,6 1908,8 + 969,9 n.s.
LN (g/ 100) 5329,3 £ 655,5 4925,1 + 1598,9 4818,4 + 2663,4 4394,2 + 2926,8 4865,1 + 733,4 n.s.

LPC: Lisofosfatidilcolina; SM: Esfingomielina; PC: Fosfatidilcolina; LPE: Lisofosfatidiletanolamina; PS: Fosfatidilserina; PI:
Fosfatidilinositol; PA/CL/PG: Acido fosfatidico, Cardiolipina, y Fosfatidilglicerol; PE: Fosfatidiletanolamina; SL: Sulfolipidos;
PIG: Pigmentos; MG: Monoglicéridos; DG: Diglicéridos; CHO: Colesterol; FFA: Acidos grasos libres; TG: Triglicéridos; SE:
Esteres de esterol y Ceras. n.d. = no detectado; n,s, = no significativo; *p<0,05.
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Tabla 5. Contenido medio (mg) de las distintas clases de lipidos en la glandula digestiva de un ejemplar de O. vulgaris.

GRUPO 1 dia d? ayuno 2 dias d_e ayuno 4 dias d_e ayuno 8 dias d_e ayuno Aliﬁgzttg)(;os ANOVA
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n = 4)
Lipidos polares (LP)
LPC 43,6 +8,7 25,1 + 20,4 28,8+ 25,1 24,3+18,1 445 +9,6 n.s.
SM n.d. n.d. 14+£1,7 31+1,9 2,8+0,9 n.s.
PC 113,3+8,1% 108,5 +51,22 149,6 + 113,1%° 115,9 + 42,22 259,8 +130,6" *
LPE 27,2+11,6% 29,6 +14,1%° 23,4 +20,6° 15,6 + 6,9° 48,4+ 12,6° *
PS 96,3 + 22,7 98,5 + 55,0 92,6 +78,8 76,9 + 44,9 131,8 +44,0 n.s.
PI 58,6 + 17,9 71,8+ 46,3 53,3 + 45,6 42,1 +18,5 72,3+27,9 n.s.
PA/PG/CL 58,3 + 5,9 68,4 + 40,5° 26,4 +11,9° 455 + 37,0 120,5 +4,3" *
PE 50,8 + 12,62 66,8 + 31,5° 63,7 + 46,5° 75,1 + 39,4° 169,3 + 99,8" *
SL n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.s.
PIG 10,9+ 15,5 66,0 + 55,5 28,0 +41,7 19,0 + 26,8 51,9 + 37,6 n.s.
Lipidos neutros (LN)
MG 164,0 + 23,4 165,1 +116,2 118,1+74,3 168,6 + 145,2 95,3 + 24,2 n.s.
DG 108,8 + 64,2 57,5+ 29,5 84,2 + 46,4 85,9 + 119, 8 68,4 + 31,2 n.s.
CHO 96,4 + 23,6 144,8 +130,8 83,4 + 55,1 133,7+131,2 84,1+27,8 n.s.
FFA 536,1 + 180,7 558,6 + 321,0 331,3 +259,9 391,3 +441,9 456,5 + 101,9 n.s.
TG 903,7 +402,3%*  627,8+194,4™  642,2 +698,9™ 104,2 +56,7° 1341,6 + 460,8° *
CE/WE 1434 +8,4 80,2 + 56,01 116,8 + 159,8 71,5+ 99,5 109,4 + 13,3 n.s.
LP (g/ 100) 439,3 +42,9% 517,7 +246,9%®  460,6 + 371,4% 402,4 +187,5° 843,8 + 353,2" *
LN (g/ 100) 1994 + 668,6%°  1613,9+762,2* 1304,8+905,1*  976,6 +765,3%  2146,9 + 480,2" *

LPC: Lisofosfatidilcolina; SM: Esfingomielina; PC: Fosfatidilcolina; LPE: Lisofosfatidiletanolamina; PS: Fosfatidilserina; PI:
Fosfatidilinositol; PA/CL/PG: Acido fosfatidico, Cardiolipina, y Fosfatidilglicerol; PE: Fosfatidiletanolamina; SL: Sulfolipidos;
PIG: Pigmentos; MG: Monoglicéridos; DG: Diglicéridos; CHO: Colesterol; FFA: Acidos grasos libres; TG: Triglicéridos; SE:
Esteres de esterol y ceras. n.d. = no detectado; n.s. = no significativo; *p<0,05.
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Igualmente, en estudios in Vitro se ha encontrado a nivel muscular una baja
capacidad oxidativa de lipidos (Ballantyne et al, 1981; Mommsen y Hochachka,
1981; Storey y Storey, 1983). Cabe destacar también la menor concentracion y
contenido de CHO en los ejemplares alimentados en comparaciéon con los
animales que ayunaron, sugiriendo la implicacion de esta clase lipidica en los
procesos de crecimiento asi como una elevada demanda que no ha quedado
cubierta con la dieta suministrada. Estudios recientes de Almansa et al. (2006) en
sepia (Sepia officinalis) observaron un incremento de CHO en musculo a medida
que los individuos envejecian, pudiendo estar implicado en las propiedades
fisiologicas de las células del musculo.

Sobre las variaciones en la composicion lipidica de la glandula digestiva

Durante el ayuno, los lipidos almacenados en la glandula digestiva pueden
contribuir energéticamente al metabolismo provocando un incremento en la
relacion atomica O: N (principalmente debido a disminuir la excrecion del
amoniaco). Esto es mas evidente al comienzo del periodo de ayunas (Boucher-
Rodoni y Mangold, 1985). Al igual que en otros estudios (O’Dor et al. 1984; O’Dor
y Wells, 1987; Castro et al. 1992) se ha demostrado la capacidad del pulpo de
roca para movilizar lipidos en situaciones de ayuno. Segun nuestros resultados el
contenido lipidico en la glandula digestiva disminuyo de 3,1 g/ind. a 1,4 g/ind en
los 8 dias de ayuno, detectandose una disminucién significativa en los TG. El
contenido de otros LN como los DG, FFA y SE también disminuy6, aunque las
diferencias no llegaron a ser significativas. La alta variabilidad y movilidad de las
distintas clases de LN (principalmente FFA, TG y SE) en la glandula digestiva
durante el periodo de ayuno avala el papel energético de este 6rgano. En otros
cefalépodos, como el calamar Eupryma tasmanica la mayoria de los lipidos
presentes en la glandula digestiva eran componentes estructurales de las
membranas (LP) o productos derivados de la digestion como SE y FFA
(Moltschaniwsky y Johnston, 2006). Por lo tanto, el contenido en lipidos en la
glandula digestiva como su distribucion en las diferentes clases varia con la
especie y suelen ser un reflejo de su estrategia alimentaria (Rosa et al. 2005). En
el caso concreto de los lipidos polares, el aumento de su concentracion y el
mantenimiento de su contenido conforme aumentaba el periodo de ayuno fue
indicativo de la ausencia de su utilizacion durante esta situacion. No obstante, los
animales alimentados y en periodo de crecimiento si mostraron una elevada
capacidad para su almacenamiento, especialmente para la PC, LPE, PAy PE. La
carencia de algunas de estas clases lipidicas podria representar un factor
limitante para un desarrollo apropiado o una menor eficiencia energética de la
dieta.

Consideraciones bioenergéticas

Los resultados obtenidos en el presente estudio avalan la pobre contribucién de
los lipidos al metabolismo energético del pulpo, tal y como sugieren otros autores
(Lee, 1994). A partir nuestros resultados solo se ha detectado una contribucion
significativa de los lipidos a partir de glandula digestiva a razén de 0,23 g/dia de
ayuno (Figura 2). A partir de los coeficientes oxicaldricos propuestos por Miglavs y
Jobling (1989) 1 g de lipidos proporcionaria 38,9 kJ, lo que supondria un aporte
calorico de unos 8,9 kJ/dia a partir de la glandula digestiva y principalmente en

IF_NUTRIPULPO-MURCIA 28/2/2013 Pagina 13 de 68



b £

5 ¥ MINISTERIO
" DEAGRICULTURA,PESCA  SSreetmeiimt
Y YALIMENTACION

forma de triglicéridos. En este sentido, Wells y Clarke (1996) estimaron un gasto
metabdlico en ayunas de 13 kJ al dia para un ejemplar de O. vulgaris de 0,5 kg a
22 °C, y de 18 kJ para mantenimiento (animal alimentado pero con crecimiento
cero). En el caso de un ejemplar de 1 Kg a 18 °C —condiciones experimentales
similares a las del presente estudio-, Cerezo Valverde y Garcia Garcia (2004)
estimaron un consumo de oxigeno de 2,6 g de O,/dia en situacion de rutina y de
37,4 kJ/dia. Finalmente, se podria estimar que los lipidos podrian contribuir con el
24 % (8,9/37,4*100) del gasto energético de los animales en situacion de ayuno y
el resto deberia de ser suministrado por otras fuentes como las proteinas o los
hidratos de carbono.

‘OAyuno = Alimentados ‘

5
| ]
> ® L 2 [ ]
< 4 . Grasa (g) = 0,0635xdias + 3,0448
=
g L L 2
o i o
a 3 ¢
< .
>
2
3 2 R
(CDU Grasa (g) = -0,2277xdias + 3,1
S . .
S 1
o ‘
L 2 *
0 T T T T
0 2 4 6 8 10

Dias

Figura 2 . Variacion en el contenido de grasa de la glandula digestiva en animales
alimentados y sometidos a distintos periodos de ayuno.
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Requerimientos lipidicos de pulpo comun (Octopus vu lgaris) obtenidos a
partir de dietas formuladas con distinto contenido en aceite de pescado.
Resumen

El objetivo de este trabajo fue conocer los requerimientos lipidicos de O. vulgaris
suministrando dietas semihimedas formuladas con distinto contenido en aceite de
pescado (deducido del contenido en agua): 0 % (A0, 13,8 % lipidos SS), 10 %
(A10, 28,6 % lipidos SS) y 20 % (A20, 38,8 % lipidos SS) . El resto de
ingredientes se mantuvo constante en las tres dietas: 20 % de gelatina, 10 % de
yema de huevo en polvo, 15 % liofilizado de Todarodes sagittatus y 5 % liofilizado
de Sardinella aurita). Las dietas presentaron una textura firme al introducirlas en
agua y una buena aceptabilidad, observandose una supervivencia del 100 %. La
mayor tasa absoluta de ingesta (15,8 = 1,2 g/ dia), crecimiento (9,6 + 1,4 g/ dia;
0,91 %P/dia) y eficacia alimentaria (60,3 %) se observd con la dieta AO. En ésta la
tasa de ingesta de lipidos (1,0 g/dia) fue menor respecto de las dietas A10 (2,1
g/dia) y A20 (3,3 g/dia; P<0,05), mostrando ademas una mayor retencién de
lipidos y proteina. La digestibilidad de la proteina se mantuvo por encima del 95 %
en todas de las dietas. Sélo la dieta A0 obtuvo un alto coeficiente de digestibilidad
de lipidos (81,25 %), disminuyendo drasticamente hasta el 12,3 % en la A20. Fue
destacable la elevada digestibilidad de los lipidos polares (83-89 %) respecto de
los neutros (2-87 %) en todas las dietas. Estos resultados proponen tasas de
ingesta de lipidos 6ptimas alrededor de 1 g/dia y porcentajes de grasa apropiados
del 13-14 % SS en dietas formuladas para el engorde de O. vulgaris, aunque
estos valores podrian variar en estudios futuros segun la proporcion de .lipidos
polares y neutros de la dieta.

1. Introduccion

Los nuevos formatos de pienso desarrollados que son aceptados por el pulpo
comun (Octopus vulgaris) permiten elaborar dietas formuladas de composicion
conocida para avanzar en el conocimiento de sus requerimientos nutricionales
(Quintana et al., 2008; Cerezo Valverde et al., 2008, 2012a; Garcia et al., 2010;
Estefanell et al., 2011a; Morillo-Velarde et al., 2012a).

Actualmente se admite que los cefalépodos son exclusivamente carnivoros, y a
diferencia de lo ocurrido con las proteinas, raramente utilizan carbohidratos o
lipidos como fuente de energia (Lee, 1994). Los cefalépodos presentan en su
composicién corporal menos de un 2 % en peso humedo de lipidos, mostrando
altos niveles de fosfolipidos, colesterol y acidos grasos poliinsaturados,
especialmente de la serie n-3 (Sinanoglou y Miniadis-Meimaroglou, 1998; Navarro
y Villanueva, 2000, 2003), por lo que se ha sugerido un predominio del papel
estructural sobre el energético (O’Dor et al., 1984; Moltschaniwskyj y Johnston,
2006). No obstante, los cefalopodos presentan enzimas lipasas a lo largo del
tracto digestivo (Boucher-Rodoni, 1982; Caruso et al., 2004; Moltschaniwskyj y
Johnston, 2006) y son capaces de almacenar los lipidos en forma de triglicéridos
en cantidades importantes en la glandula digestiva (Sieiro et al., 2006; Cerezo
Valverde et al.,, 2012b). Recientemente, Morillo-Velarde et al. (2012a) han
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estimado que los lipidos contribuyen con el 26 % del gasto energético diario de
Octopus vulgaris durante el ayuno a corto plazo y el resto deberia de ser
suministrado por otras fuentes como las proteinas (Lee, 1994; Garcia-Garrido et
al., 2012) o los hidratos de carbono (Morillo-Velarde et al., 2011). Las reservas de
lipidos en O. vulgaris durante el ayuno son movilizadas eficazmente,
principalmente los lipidos neutros, incluyendo esteres de esterol, triglicéridos, y
acidos grasos libres (Garcia Garrido et al., 2010; Morillo-Velarde et al., 2012a). El
uso de lipidos como una potencial fuente de energia también ha sido sugerido en
otras especies de cefalopodos (Semmens, 1998; Motlschaniwskyj y Johnston,
2006).

Algunos grupos de investigacion han obtenido recientemente buenos crecimientos
y altos indices de eficacia alimentaria al utilizar dietas con alto contenido en grasa.
Estefanell et al. (2011a) han obtenido excelentes resultados en O. vulgaris usando
boga (Boops boops) fresca de descarte o incluida en dietas formuladas (18,7-26,3
% de grasa peso seco), sugiriendo una eficaz utilizacion de los lipidos de la dieta.
Estos mismos autores detectaron perores resultados al emplear boga de
contenido lipidico muy alto (46,5 %; Estefanell et al., 2011b), lo que parece
confirmar la existencia de un rango 6ptimo en el contenido lipidico de la dieta.
Cerezo Valverde et al. (2012a) obtuvieron mejor crecimiento, eficacia alimentaria
y valor productivo de la proteina en dietas formuladas con un 30-33 % de lipidos
(peso seco) respecto de otras con un 4-5 %. Previamente, Garcia Garcia y
Aguado Giménez (2002) también comprobaron en dietas naturales la influencia
del contenido lipidico, observando mejor crecimiento e indice de conversion en
pulpos alimentados con B. boops (20,1% lipidos, peso seco) que con Sardina
pilchardus (49,7 % lipidos, peso seco). Posteriormente también en dietas
naturales se sugeria un contenido de lipidos para O. vulgaris entre el 7-10 % en
peso seco (Garcia Garcia y Cerezo Valverde, 2006).

El objetivo de este trabajo es conocer los requerimientos lipidicos de O. vulgaris
comprobando los cambios que se producen en el crecimiento, aprovechamiento y
digestibilidad de la dieta, asi como en la composicion nutricional de los animales
después de suministrar dietas formuladas con distinto contenido en aceite de
pescado utilizando el formato de pienso propuesto por Morillo-Velarde et al.
(2012b).

2. Material y métodos

2.1. Captura y aclimatacion de los animales.

Los ejemplares de O. vulgaris se capturaron en el Mar Mediterraneo (Murcia, S.E.
Espafia) mediante arte de arrastre y se mantuvieron en tanques de 2000 | en el
laboratorio. Los animales se aclimataron durante 2 semanas y se alimentaron con
alacha (Sardinella aurita) y cangrejo (Carcinus mediterranus) en dias alternativos,
segun el patron descrito por Garcia Garcia y Cerezo Valverde (2006).
Posteriormente los animales se trasladaron y mantuvieron individualmente en
tanques circulares de 262 | donde se llevaria a cabo la experiencia, con un
sistema de recirculacién de agua con control de la temperatura (Air Energy, Heat
Pump Inc., Model 400 Ti) y filtracion mecanica y biolégica. Estos contenian tubos
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de PVC como refugio, una red externa para evitar que se escaparan y una tela de
rafia para evitar la luz directa. La temperatura se mantuvo constante (18,4 + 0,7
°C) dentro del rango 6ptimo para esta especie (Aguado Giménez y Garcia Garcia,
2002), oxigeno superior al 80 % de saturacion para que este factor no fuera
limitante (Cerezo Valverde y Garcia Garcia, 2005), lampara UV, fotoperiodo 12L:
12D, salinidad 37%., pH entre 7 y 8 y nitrégeno amoniacal total (TAN) inferior a 0,2
mg/I.

2.2. Elaboracion y estabilidad de las dietas formuladas.

Se prepararon tres dietas diferentes con distinto contenido en aceite de pescado,
representando en cada una de ellas el 0 % (grupo AO0), 10 % (grupo A10) y 20 %
(grupo A20) en peso de la dieta y deduciéndose del contenido en agua (Tabla 1).
El resto de ingredientes se mantuvo constante en las tres dietas y estuvo
constituido por 20 % de gelatina como aglomerante, 10 % de yema de huevo en
polvo, 10 % de liofilizado de pota (Todarodes sagittatus) y 5 % de liofilizado de
alacha (S. aurita). La pota y la alacha procedian de pesquerias artesanales de la
misma zona que los pulpos. Ambas fueron limpiadas de espinas y visceras, y
posteriormente trituradas. Estos ingredientes se liofilizaron y se trituraron en un
molinillo de café hasta obtener una textura de polvo fino (<200um), se envasaron
y conservaron al vacio. La yema de huevo, la gelatina y el aceite de pescado se
adquirieron en su forma comercial (Tabla 1). Para la elaboracion de los piensos
todos los ingredientes se mezclaron en un robot de cocina (Mycook® 1.8,
Electrodomésticos Taurus, S.L. Lleida, Spain). Primero se disolvié la gelatina en
agua y aceite a 40 °C, y posteriormente se fueron afiadiendo los ingredientes
restantes hasta su completa homogenizacién. La mezcla obtenida se dejé enfriar
a 4° C en bandejas de aluminio durante 24 h, congelandose posteriormente hasta
Su uso.

La estabilidad en agua de las dietas se determiné a partir de la pérdida de la
materia seca del pienso después de la inmersion en agua durante 24 horas. Con
estos datos se obtuvo la media de los valores de los siguientes indices
calculados:

VP (%) = (Pf - Pi) / Pi * 100, expresa la variacion del peso seco de las dietas
después de ser sumergidas en agua, donde Piy Pf son el peso seco inicial y final,
respectivamente.

F = Pi / Pf, representa un factor de correccién. El peso seco del alimento no
ingerido de las dietas fue multiplicado por este valor de correccién para tener en
cuenta la disgregacion del pienso.

Tabla 1. Composicién porcentual (%) de las dietas formuladas con distinto
contenido en aceite de pescado.

Yema® Alacha® Pota®

(Huevina) (Sardinella aurita) (Todarodes sagittatus) Aceite” Total (%)

Dietas Agua Gelatina®

A0 50 20 10 5 15 0 100
A10 40 20 10 5 15 10 100
A20 30 20 10 5 15 20 100

% Gelatina granulada Bloom 220. Productos Sur, S. A. (Poligono Industrial Oeste, San
Ginés, Murcia, Espafa).
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® Yema de huevo atomizada, Avicola San Isidro S.L. (Los Belones, Cartagena, Murcia,
Espana).

¢ Ingredientes liofilizados.

9 Aceite de higado de bacalao , Acofarma (Terrassa, Barcelona, Espafia).

2.3. Disefio experimental.

Finalizado el periodo de aclimatacion, los animales se pesaron y sexaron
formando 4 grupos: Cl o control inicial (3 individuos sacrificados al inicio del
experimento), grupo AO (4 individuos alimentados con dieta AO), grupo A10 (6
individuos con dieta A10) y grupo A20 (6 individuos con dieta A20). Todos los
individuos fueron machos con el fin de evitar la influencia de los procesos
reproductivos. Las dietas fueron suministradas durante 56 dias (noviembre 2011
hasta febrero 2012). Los pesos medios iniciales fueron de 803 £ 91 g (719-922 g)
para la dieta AO, 817 = 79 g (738-956 @) para la dieta A10 y 802 + 88 g (714-946
g) para la dieta A20. La temperatura del agua oscilé entre 17,0 y 20,8 °C durante
el periodo experimental (18,4 + 0,7 °C). Los piensos se pesaron y se
administraron a saciedad, en un uUnico trozo de forma cubica, correspondiendo la
primera toma al 5 % del peso corporal de cada individuo, y posteriormente,
reajustadndose para que sobrepasase las demandas de cada ejemplar. Los pulpos
eran alimentados a las 09:00 h, 6 dias a la semana (Garcia Garcia y Cerezo
Valverde, 2004, 2006), y el alimento sobrante se recogia a las 24 h con la ayuda
de un pequefio salabre. El alimento sobrante fue desecado a 105 + 1 °C durante
48 h hasta peso constante (AOAC 1997; Method n°. 930.15) para calcular la
ingesta diaria de cada individuo. El dltimo dia de experimentacion todos los
animales fueron pesados y anestesiados por inmersion en agua de mar helada
antes del sacrificio conforme con los principios éticos en concordancia con la
Directiva 2010/63/EU.

2.4. Recogida y conservacion de las muestras.

Una vez finalizado el experimento se procedi6 a la diseccion de los ejemplares de
cada grupo, obteniendo la glandula digestiva y la carcasa (resto del individuo
menos la glandula digestiva), con sus correspondientes pesos. Este
procedimiento fue necesario para obtener las analiticas de la composicion de los
animales completos, a partir de los resultados de la glandula digestiva y la
carcasa. Cada una de estas partes se tritur6 y mezclé hasta obtener una mezcla
homogénea, se envaso al vacio y se congeld a -20 °C antes de proceder a los
analisis bioguimicos.

Las heces fueron recogidas diariamente con la ayuda de un pequefio salabre y se
conservaron en el ultracongelador a -80 °C. Posteriormente se liofilizaron (Heto,
PowerDry LL3000, Allerad, Dinamarca). Las heces de cada grupo experimental
fueron recogidas conjuntamente para conseguir la cantidad necesaria para su
analisis.

2.5. Método Analitico.

Se analizaron por triplicado tanto las dietas formuladas como las muestras de
pulpo. Se utilizé 1 g de muestra para la ceniza, humedad y proteina y 2 g de
muestra en el caso de los lipidos. La humedad fue obtenida por desecacion a 105
*+ 1 °C durante 24 h hasta peso constante (AOAC 1997; Method n°. 930.15) y las
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cenizas por incineracion a 450 = 1 °C durante 24 h en un horno Mufla
(HOBERSAL, HD-230). El contenido de lipidos fue obtenido mediante eter etilico
en un extractor SOXTEC AVANTI 2058 (AOAC, 1997; Método n° 920.39). El
contenido proteico fue determinado por el método Kjeldhal usando un factor de
conversion de 6,25 y el material extraible libre de nitrogeno (MELN) por diferencia.
La energia y la relacion proteina energia (P/E en MJ) fueron estimados usando
los coeficientes de energia de Miglavs y Jobling (1989): Proteina 23,6 KJ/g,
lipidos 38,9 KJ/g y carbohidratos 16,7 KJ/g.

Los macronutrientes en el animal completo se calcularon sumando el contenido
del nutriente (N) en la glandula digestiva con el contenido en la carcasa:

N total = [((PGD*%NGD) + (PCA*%NCA))*100]/PT, donde N es el % de nutriente
considerando el animal completo, PGD el peso de la glandula digestiva, PCA el
peso de la carcasa, NGD el porcentaje del nutriente en la glandula digestiva, NCA
el porcentaje del nutriente en la carcasa y PT el peso total del individuo.

2.6. Determinacion e identificacién de las clases lipidicas.

A partir del contenido en lipidos totales de las dietas, la carcasa y la glandula
digestiva de O. vulgaris se estimé la cantidad de muestra necesaria para extraer
10 mg de lipidos segun Folch et al. (1957). Los lipidos se conservaron disueltos
en cloroformo:metanol (2:1 v/v) y butilhidroxitolueno (0,01 %) como antioxidante
en ultracongelador a -80 °C (Christie, 1982), ajustando la concentracién a 10 pg/ul
de lipidos antes de los analisis. La separacion de las clases lipidicas se realizo
mediante cromatografia de alta resolucion en capa fina (HPTLC) siguiendo el
meétodo de Olsen y Henderson (1989). Los lipidos (15 pg) se aplicaron en placas
de gel de silice de HPTLC 20 x 10 cm (Merck, Darmstadt, Germany) con un
autoinyector (Linomat 5 CAMAG) de acuerdo con Cerezo Valverde et al. (2012a).
Posteriormente, se obtuvo el porcentaje del area detectada correspondiente a
cada clase lipidica. Se detectaron lipidos polares (LP): lisofosfatidilcolina (LPC),
esfingomielina (SM), fosfatidilcolina (PC), lisofosfatidiletanolamina (LPE),
fosfatidilserina y fosfatidilinositol (PS/PI) y fosfatidiletanolamina (PE); y lipidos
neutros (LN): monoglicéridos (MG), diglicéridos (DG), colesterol (CHO), acidos
grasos libres (FFA), triglicéridos (TG) y ésteres de esterol y ceras (SE/WE).

2.7. Determinacién de la digestibilidad.

El coeficiente de digestibilidad aparente fue calculado para la materia seca
(CDAMS), la proteina (CDAPROQOT), los lipidos (CDALIP) y para cada clase lipidica
usando la ecuacion estandar de Maynard y Loosli (1969):

CDA = 100 - (100*%Mdieta/%Mheces) x (%Nheces/%Ndieta), donde M es el
marcador inerte y N los nutrientes. Como marcador inerte se emplearon las
cenizas insolubles en acido (CIA), determinadas segun el método descrito por
Atkinson et al. (1984). El porcentaje final de cada clase lipidica en la muestra se
obtuvo como el producto entre el porcentaje de lipidos totales y el que
representaba cada clase lipidica. Tanto para las heces como para las dietas
liofilizadas se utilizaron 5 g para la obtencién de las cenizas insolubles en acido y
0,2 g para lipidos. Para las proteinas se utilizaron 0,2 y 0,5 gr para la dieta y las
heces, respectivamente, realizando los andlisis por triplicado en todos los casos.
2.8. Parametros calculados y analisis de los datos.
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Todos los ejemplares fueron pesados al inicio (Pi es el peso inicial en g) y al final
del experimento (Pf es el peso final en g). Los parametros calculados fueron los
siguientes: Peso medio: Pm (g) = (Pi+Pf/2); Incremento de peso: IP (g) = Pf—Pi;
Tasa de alimentacion absoluta: TAA (g/dia) = (AC/dias); Tasa de alimentacion
relativa: TAR (%P/dia) = (TAA/Pm)*100; Tasa de crecimiento diario: TCA (g/dia) =
(IP/dias); Tasa especifica de crecimiento: TEC (%P/dia) = [(InPf-LnPi/dias)]*100;
indice de eficacia alimentaria: IEA (%) = (IP/AC)*100; indice de conversién: IC =
AC/IP; Tasa de alimentacion absoluta de proteina: TAAP (g/dia) =
(TAA*%Proteina dieta)/100; Tasa de alimentacién absoluta de lipidos: TAAL
(g/dia) = (TAA*%Lipidos dieta)/100; Valor productivo de la proteina: PPV (%) =
(Proteina retenida/ Proteina ingerida)*100; Valor productivo de los lipidos: LPV
(%) = (Lipidos retenidos/ Lipidos ingeridos)*100; indice de la glandula digestiva:
IGD (%) = PGD/Pf)*100, donde PGD es el peso de la glandula digestiva en gy AC
es el alimento consumido en g corregido teniendo en cuenta la tasa de
disgregaciéon en el agua y calculado segun la formula:

AC = (Alimento suministrado ss - Alimento sobrante ss*F) + Alimento suministrado
ss*%Humedad dieta), con valores de F entorno a 1 (0,99-1,02) para todas las
dietas formuladas.

Los resultados obtenidos de todos los analisis fueron expresados como la media +
desviacion estandar (D.E.). Para analizar las diferencias se llevo a cabo un
andlisis de la varianza de una via (ANOVA). Las diferencias significativas
obtenidas entre los valores medios fueron analizadas por el test de Duncan que
permite comparar grupos con distinto nimero de muestras, estableciendo un nivel
de significacion P<0,05. Los porcentajes y los indices fueron transformados
aplicando el logaritmo neperiano antes de hacer el ANOVA.

3. Resultados.

Las dietas presentaron una textura firme antes de sumergirlas en agua. La dieta
A0 perdidé un 1,75 %, la dieta A10 perdio un 0,0 % y la dieta A20 un 0,22 % de su
peso seco después de permanecer 24 h en agua, demostrando una gran
estabilidad. Existieron diferencias significativas en los porcentajes de todos los
macronutrientes analizados, con menores porcentajes de humedad, proteina y
cenizas y mayor de lipidos conforme aumentd el contenido de aceite en la dieta
(P<0,05; Tabla 2). Al analizar las clases lipidicas no hubo diferencias significativas
ni en los LN totales ni en los LP totales, aunque se observo un aumento en el
porcentaje de DG, TG, SE/WE y una disminucion en el porcentaje de SM, PE,
CHO y FFA significativos, al incrementar el porcentaje de aceite en la dieta
(P<0,05). El contenido energético fue mayor en las dietas A10 y A20 respecto de
la dieta AO, mientras que, la relacion P/E (g/MJ) fue menor en las dietas A10 y
A20 respecto a la dieta AO (Tabla 2).
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Tabla 2. Composicion (% peso seco) en macronutrientes y clases lipidicas (% del
total de lipidos detectados) de las dietas formuladas sin aceite (A0), con un 10%
(A10) y con un 20% (A20).

A0 A10 A20 =
Humedad 53,66 + 0,802 44,47 +0,33° 34,80 + 0,09° *
Proteinas 81,57 +0,61% 66,73 +8,77° 56,83 + 0,23° *
Lipidos 13,77 £ 0,622 28,64 + 8,15° 38,83 +0,18° *
Lipidos Polares (Totales) 13,89 + 0,27 14,73 +2,43 11,70+ 0,91 n.s.
LPC 2,25+0,12 1,73+0,87 1,20 +0,21 n.s.
SM 1,15 + 0,382 1,93 + 0,40% 0,55 +0,11° *
PC 5,49 + 0,06 6,81 +1,12 6,26 + 0,92 n.s.
LPE 1,31+0,21 1,00 £ 0,01 0,89 + 0,29 n.s.
PS/PI 1,15+0,11 0,93+0,16 0,61+0,17 n.s.
PE 3,22 + 0,422 2,27 +0,18° 2,15 +0,02° *
Lipidos Neutros (Totales) 86,12 £ 0,26 85,27 £ 2,45 88,32 £ 0,90 n.s.
MG 4,88 + 0,83 4,03 + 0,07 4,28 +0,18 n.s.
DG 2,37 + 0,092 4,30 + 0,48 5,03 +0,51° *
CHO 12,32 +0,11° 9,50 + 0,72° 8,54 + 0,59° *
FFA 24,84 + 0,442 15,63 + 0,54° 13,44 +0,62° *
TG 37,48+ 0,522 45,07 +2,01° 49,07 £ 0,96° *
SE/WE 4,76 + 0,022 7,23+0,16° 7,96 +0,04° *
Cenizas 4,38 + 0,092 3,43 +0,09° 2,97 +0,03¢ *
MELN? 0,63 +0,41 1,21 +1,18 1,36 + 0,04 n.s.
CIAP 0,14 + 0,012 0,07 +0,01° 0,07 +0,00° *
Energia( KJ/100g) 2471 2709 2874 -
P/E (g/MJ)° 33,00 24,63 19,77 -

LPC: Lisofosfatidilcolina; SM:  Esfingomielina; PC:  Fosfatidilcolina;  LPE:
Lisofosfatidiletanolamina; PS/PI: Fosfatidilserina y Fosfatidilinositol PE:
Fosfatidiletanolamina; MG: Monoglicéridos; DG: Diglicéridos; CHO: Colesterol; FFA:
Acidos grasos libres; TG: Triglicéridos; SE/ WE: Esteroles de colesterol y Ceras.

#MELN = Material extraible libre de nitrégeno, calculadas por diferencia.

® CIA = Cenizas insolubles en &cido.

°P/E = Relacion proteina/energia. Datos expresados como la media + D.E.; valores en la
misma linea con superindices diferentes son significativamente diferentes (n.s.= no
significativo (P>0,05).

Al comienzo del experimento no hubo diferencias significativas entre los pesos
medios iniciales de los 3 grupos y la supervivencia fue del 100 % en todos los
grupos. Durante el primer mes (dias 1-28) la dieta mejor aceptada fue la dieta AO,
con una TAR de 1,78 + 0,15 % P/dia (P<0,05). No obstante, no llegaron a
detectarse diferencias significativas en el crecimiento (10-11 g/dia) ni
aprovechamiento de la dieta entre grupos. El grupo alimentado con dieta AO
mostré una TAAL significativamente menor respecto de los grupos alimentados
con la dietas A10 y A20 (P<0,05; Tabla 3). Durante el segundo mes (dias 29-56)
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no hubo diferencias significativas en la aceptabilidad de las dietas, con TAR
similares (P>0,05). Sin embargo, los animales alimentados con la dieta AO
mostraron indices significativamente mejores de crecimiento, con una TCA de
8,11 + 1,32 g/ dia, dos y cuatro veces mayor respecto de los grupos alimentados
con la dieta A10 y A20 (4,38 + 1,56 g/ diay 2,65 + 1,88 g/ dia, respectivamente;
Tabla 3). Igualmente, los indices de aprovechamiento nutritivo (IEA, IC) fueron
significativamente mejores con la dieta AO al compararlos con la dieta Al10
(P<0,05), Los valores medios de IEA e IC para la dieta A20 en este 2° mes no se
calcularon por aparecer un ejemplar con valor negativo. Al comparar el periodo
completo (dias 1-56), los animales alimentados con la dieta AO mostraron indices
significativamente mejores de crecimiento (IP, TCA, TEC), destacando un mayor
IP (535 + 77 g) respecto de los alimentados con las dietas A10y A20 (408 £95gy
361 £ 63 g, respectivamente; P<0,05). La TAAL fue significativamente menor en la
dieta AO (1,01 g/dia), siendo el doble con Al10 y el triple con A20. ElI mejor
aprovechamiento de la dieta se detect6 en el grupo A0, aunque las diferencias no
llegaron a ser significativas (P>0,05 para IEA, IC y PPV). Tampoco hubo
diferencias en el IGD. ElI valor productivo de los lipidos (LPV) fue
significativamente mayor en el grupo A0 (P<0,05; Tabla 3).

Los valores de CDAMS y CDALIP para la dieta AO fueron superiores respecto de
las dietas A10 y A20, detectandose en esta ultima los valores mas bajos. Los
CDAPROT fueron similares en las tres dietas (95-98 %; Tabla 4). Los lipidos
polares presentaron coeficientes de digestibilidad mayores (>83 % en las tres
dietas) respecto de los lipidos neutros (2-87 %), cuya digestibilidad fue
disminuyendo conforme aumenté el porcentaje de grasa en la dieta, llegando a
ser del 0 % en MG y FFA en las dietas con aceite. Este patron se observd en
todos los lipidos neutros analizados (Fig. 1). Por el contrario, no se detecté una
disminucién de la digestibilidad en ninguno de los lipidos polares al aumentar el
contenido de grasa en la dieta (Fig. 1).
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(AQ), con un 10% (A10) y con un 20% (A20).

G JACUMAR

Tabla 3. indices de crecimiento y aprovechamiento nutritivo de los pulpos alimentados con las dietas formuladas sin aceite

Dias 1-28 Dias 29 - 56 Periodo Total (Dias 1- 56)
Dieta AO Dieta A10 Dieta A20 P Dieta AO Dieta A10 Bta A20 P Dieta AO Dieta A10 DietaA20 P
(n=4) (n=6) (n=6) (n=4) (n=6) (n=6) (n=4) (n=6)  (n=6)
Pi (g) 803 +91 817 +79 802+88 n.s1111+173  1102+117 1089+152 n.s802+91 817+79  802+88 n.s.
Pf (g) 1111 #173 1102+117 1089+152 n.4338+140 1225+152 1163 +132 n.4338+140 1225+152 1163+132 n.s.
IP (g) 308+105  285+59 287 +67  1.5.227 +37 123 + 44 74+53 nls.535+7F  408+98 361+63 *
TAA (g/dia) 16,97 +2,13 13,96+ 1,524,03+3,85 n.§.14,60+0,90 12,33+1,16 12,13 +3,17s.| 15,79+ 1,19 13,14 +1,3213,08 + 3,15n.s.
TAAP (g/dia) 6,42+0,80 5,17+056 520+143 n$552+0,34 457+043 4,49+118 n&§97+0,45 487+049 485+117 ns.
TAAL (g/dia) 1,08+0,14 2,22+0,24 355+097 * |0,93+0,06 196+0,18 3,07+0,80 * |1,01+0,08 2,09+02% 331+0,80 *
TAR (%P/dia) 1,78+0,18 1,46+0,18 1,47+0,28 * | 1,20+0,15 1,07+0,10 1,08+0,29 n.s,48+0,09 1,29+0,13 1,32+0,24 n.s.
TCA (g/dia) 11,01+3,73 10,19+2,100,26+2,40 n.§.8,11+132 438+158 265+188 * |956+13% 7,29+170 645+1,12 *
TEC (%P/dia) 1,15+0,29 1,07+0,18 1,08+0,12 n.€,68+0,18 037+0,10 024+0,1% * |091+0,1F 0,72+0,12 0,66+0,09 *
IEA (%) 63,58 +13,8172,57 + 9,6574,24 + 10,16n.5.| 55,65 + 0,80 35,12 +10,16  n.c! * 160,34 + 4,68 54,99 + 8,5250,29 + 7,59n.s.

IC 1,63+0,35 1,40+0,21 1,37+0,19 n4,84+0,33% 3,05+0,87 n.cl * 1 167+014 1,86+0,31 2,02+0,28 n.s.
PPV(%) - - - - - - 27,39 + 3,2923,39 + 6,56 21,81 + 4,16n.s.
LPV(%) - - - - - - 14,09 + 3,629,83 +5,08° 6,48 +4,0% *
IGD(%) - - - - - - 557+093 511+1,08 52868 n.s.

Pi = peso inicial; Pf, = peso final; IP = increnie peso; TAA = tasa de alimentacidn absoluta; FARsa de alimentacion relativa; TCA = tasa de
crecimiento absoluta; TEC = tasa especifica deroiento; IEA = indice de eficacia alimentaria; |Gndice de conversion absoluta; TAAP = tasa de
alimentacion absoluta de proteinas; TAAL= tasalueeatacion absoluta de lipidos; PPV = valor prathacde la proteina; LPV = valor productivo

de los lipidos; IGD = indice de la glandula digessti

' N.c.: no calculado por detectar valores negativosl eejemplar. Valores en la misma linea con sugies diferentes son significativamente

diferentes (n.s.= no significativo (P>0,05), *P<®,0
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Tabla 4. Coeficientes de digestibilidad de las distintas dietas formuladas sin aceite
(AQ), con un 10% (A10) y con un 20% (A20).

A0 A10 A20
CDAPROT 95,16 97,48 96,22
CDALIP® 81,25 26,78 12,27
CDAMS® 87,78 70,98 57,44

4 CDAPROT= Coeficiente de digestibilidad aparente de la proteina.

® CDALIP= Coeficiente de digestibilidad aparente de los lipidos.

‘CDAMS= coeficiente de digestibilidad aparente de la materia seca .

Datos expresados como la Media + D. E.; n.s.= no diferencias significativas (P>0,05);
*P<0,05.

A0 OA10 OA20

100

80 | - -

70 -

60 - .

40 1 .
30 1 N
20

10

0

&

SRR\
¢ & 9

CD (%)
oy}
o

<« QO LK © L 0 o
&L L E P Q@/\éﬁ

Figura 1. Coeficientes de digestibilidad aparente de las distintas clases lipidicas
obtenidas para las dietas formuladas sin aceite (A0), con un 10 % (A10) y con un
20 % (A20). LPT: Lipidos Polares Totales; LPC: Lisofosfatidilcolina; SM:
Esfingomielina; PC: Fosfatidilcolina; LPE: Lisofosfatidiletanolamina; PS/PI:
Fosfatidilserina y Fosfatidilinositol; PE: Fosfatidiletanolamina; LNT: Lipidos
Neutros Totales; MG: Monoglicéridos; DG: Diglicéridos; CHO: Colesterol; FFA:
Acidos grasos libres; TG: Triglicéridos; SE/ WE: Esteroles de colesterol y Ceras.
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Las principales diferencias en cuanto a la composicion nutricional de los animales
se dieron en la glandula digestiva. En este oOrgano, todos los grupos
experimentales presentaron porcentajes mayores en lipidos y menores en
proteina y cenizas respecto del Cl (p<0,05). Los grupos alimentados con las
dietas A10 y A20 mostraron porcentajes significativamente mayores en lipidos y
menores en proteinas respecto del alimentado con la dieta AO (P<0,05; Tabla 5).
No se obtuvieron diferencias significativas en la composicion nutricional de la
carcasa (p>0,05). En el animal completo el porcentaje de proteinas fue menor en
los grupos alimentados con la dieta A10 (73,02 %) y A20 (74,04 %) respecto al
grupo CI (77,28 %). El contenido lipidico fue mayor en aquellos animales que se
alimentaron con dietas experimentales respecto al grupo Cl (Tabla 5).

Tabla 5. Composicion en macronutrientes de las distintas fracciones del pulpo (%
peso seco) alimentados con dietas naturales (CI) y con dietas formuladas sin
aceite (A0), con un 10% (A10) y con un 20% (A20).

Cl A0 A10 A20 P
(N=3) (N=4) (N=6) (N=6)
Glandula Digestiva
Humedad 65,82 +4,02 62,25+ 3,67 58,49 + 4,76 59,54 +5,64 n.s.
Cenizas 575+1,60 $350+0,17 ®3,33+0,73  %2,96+0,57 n.s.
Proteinas 58,20 +7,86 49,11 +5,20° °36,40 +4,74° °38,02+7,91° *
Lipidos 21,35+6,46 %36,69+4,61% °51,65+514° %5126+759° =
MELN? 14,70 +1,66 10,70+1,24 8,80 +3,33 7,79+3,32 n.s.
Carcasa
Humedad 81,79+1,21 80,59+066 80,33+1,09 80,82+0,66 n.s.
Cenizas 11,79 + 1,56 9,85+ 0,89 10,76 £ 0,99 11,19+0,70 n.s.
Proteinas 78,61+2,04 7972+147 7634+184 7840+2,01 n.s.
Lipidos 0,70+0,29 0,38 +0,27 0,41+0,15 0,55+ 0,43 n.s.
MELN? 890+021 10,05+0,89 12,49+184 986+250 n.s.
Animal completo
Humedad 81,12+0,94 7959+0,66 79,19+1,29 79,678+0,96 n.s.
Cenizas 11,29 +1,33 9,21+0,88 9,99+1,01  10,33+0,86 n.s.
Proteinas 77,28+1,83 7659+0,84 %73,02+236 *74,04+292 n.s.
Lipidos 211+055 *4,08+0,69 %,72+1,83 %,04+2,15 n.s.
MELN? 9,31+0,35 10,11+0,75 12,11+194  959+219 n.s.

#MELN = Material extraible libre de nitrégeno, calculados por diferencia.

Datos expresados como la media + D.E.; valores en la misma linea con superindices
diferentes son significativamente diferentes (n.s.= no significativo (P>0,05), *P<0,05);
$P<0.05 con respecto a los animales control (CI).
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En la glandula digestiva predominaron los LN (87,7-91,9 %) frente a los LP (8,1-
13,3 %), siendo los TG, FFA y SE/WE las clases lipidicas mayoritarias. En la
carcasa predominaron los LP frente a los LN, destacando la PC, PE y CHO como
las clases lipidicas mayoritarias (Tabla 6). Tanto en la glandula digestiva como en
la carcasa se detectdé un aumentd en el porcentaje de LN y un descenso en el de
LP conforme aumento el porcentaje de aceite en la dieta (P<0,05). Principalmente
estos cambios se atribuyeron a un mayor porcentaje de TG en la glandula
digestivay en CHO, FFAy TG en la carcasa (P<0,05).

Tabla 6. Porcentaje de las diferentes clases lipidicas en la carcasa y en la
glandula digestiva de O. vulgaris alimentados con dietas formuladas sin aceite
(AQ), con un 10% (A10) y con un 20% (A20).

A0 A10 A20 P
(N=4) (N=6) (N=6)
Glandula Digestiva
Lipidos Polares (Totales) 12,30 £+ 0,772 13,30 £ 2,93°% 8,14 + 2,39" *
LPC 0,98 + 0,14 0,87 +0,34 n.d. n.s.
PC 4,44 + 0,27 5,20 + 1,43 423+1,74  n.s.
LPE 0,82 + 0,68 0,79 + 0,40 0,81+0,48 n.s
PS/PI 3,34+ 0,332 3,33 +0,90% 1,62+0,77° *
PE 3,57 £ 0,29 2,88 + 0,99 2,73+0,83  n.s.
Lipidos Neutros (Totales) 87,70 £ 0,772 87,79 +2,97° 91,86 + 2,39" *
MG 3,32+0,42 3,81+0,70 423+1,16  n.s.
DG 4,51 +0,33 5,37 +1,01 443+0,70  n.s.
CHO 5,28 + 0,552 3,95 +1,15° 4,26 + 0,45%° *
FFA 15,50 + 1,19 11,99 + 2,40 15,16 + 4,16  n.s.
TG 46,10 + 3,04° 52,23+6,55* 58,87 +6,44° *
SE/WE 12,47 £ 1,24 12,47 +1,38 10,67 +2,12  n.s.
Carcasa
Lipidos Polares (Totales) 67,10 +1,64° 6350+1,16"° 61,64+220° *
LPC 1,25 + 0,472 0,94 + 0,232 0,75+0,17° *
SM 2,11 +0,45 2,27 + 0,20 252+0,14  n.s.
PC 24,41 +1,03* 2240+1,92*  21,32+1,32° *
LPE 1,45 + 0,53 1,39 + 0,51 1,43+0,16  n.s.
PS 8,30 £+ 0,23 7,98 +0,72 8,46+0,76  n.s.
PI 12,46 + 0,71 12,50 + 0,54 12,24+0,81  n.s.
PE 17,13+ 0,82 16,58 + 0,80 16,25+ 0,66  n.s.
Lipidos Neutros (Totales) 32,90 +1,64° 3650+1,16"° 38,36+2,19" *
MG 2,99 + 0,42 3,37 +0,37 2,99+0,25 n.s.
CHO 15,88 +0,46% 15,79+ 0,572 17,33+0,22° =
FFA 5,22 + 0,492 6,03 + 0,872 7,50 +1,30° *
TG 1,10 + 0,312 1,29 + 0,402 2,92 +0,91° *
SE/WE 6,28 + 0,872 9,60 + 1,65" 7,79 + 0,66% *
LPC: Lisofosfatidilcolina; SM: Esfingomielina; PC: Fosfatidilcolina; LPE:

Lisofosfatidiletanolamina; PS: Fosfatidilserina; Pl: Fosfatidilinositol; PS/PI: Fosfatidilserina
y Fosfatidilinositol PE: Fosfatidiletanolamina; MG: Monoglicéridos; DG: Diglicéridos; CHO:
Colesterol; FFA: Acidos grasos libres; TG: Triglicéridos; SE/ WE: Esteroles de colesterol y
Ceras. N.d. = no detectado; n.s. = no significativo; *p<0.05.
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4. Discusion

Se utilizaron tres dietas formuladas exclusivamente a base de ingredientes secos
o liofilizados para la alimentacion de O. vulgaris. Las dietas se formularon a partir
de la misma base (Morillo-Velarde et al., 2012a) y se diferenciaron en el
porcentaje de aceite, por lo que las diferencias obtenidas en las tres dietas
pueden atribuirse a este ultimo. Se utilizd aceite de higado de bacalao por ser una
fuente rica en acidos grasos esenciales de la serie omega 3 (EPA y DHA),
componentes fundamentales de los peces y moluscos (Turchini et al., 2009).

Las tres dietas mostraron una buena aceptabilidad, a pesar de que su
composiciéon en macronutrientes fue diferente, correspondiéndose la mayor tasa
absoluta de ingesta y crecimiento con la dieta AO. Los valores de ingesta en peso
seco obtenidos para la dieta A0 también fueron superiores respecto de otras
dietas experimentales (Cerezo Valverde et al.,, 2008; Estefanell et al. 2011a,
Morillo-Velarde et al., 2012b) y a las estimadas en condiciones similares para
dietas naturales a base de pescado (Aguado Giménez y Garcia Garcia, 2002;
Garcia Garcia y Aguado Giménez, 2002), sugiriendo la utilidad del formato
empleado para este tipo de experimentos. No obstante, fue destacable la
importante disminucion de la ingesta y crecimiento durante el segundo mes del
experimento, hecho que se acentda en las dos dietas con mayor contenido
lipidico. Estos resultados pueden sugerir un mal balance nutritivo o bien un efecto
progresivo de rechazo/aversion hacia el pienso. Este fenOmeno ya se ha
observado en otros trabajos que emplean dietas artificiales, donde los animales
tienden a disminuir su tasa de ingesta después de varias semanas cuando son
alimentados con un solo tipo de pienso (Domingues et al., 2007; Quintana et al.,
2008) y sugiriendo la necesidad de alternar distintas dietas para obtener mejores
resultados durante el engorde.

En referencia al efecto del distinto contenido de grasa sobre el crecimiento, se
observaron peores resultados en individuos alimentados con las dietas
formuladas con mayor contenido de grasa (28,6 y 38,6 % lipidos SS y TAAL de
2,1 y 3,3 g/dia para las dietas A10 y A20, respectivamente; ver Fig. 2) en
comparacion con la dieta A0 (13,8 % lipidos SS; TAAL 1,0 g/dia). Cerezo
Valverde et al (2012a) obtuvieron mejor crecimiento en dietas formuladas con un
30-33 % de lipidos SS con TAAL similares (1,2-1,4 g/ dia) respecto de otras con
un 4-5 % lipidos SS (TAAL 0,2 g/dia). Estefanell et al (2011a) obtuvieron
excelentes resultados usando B. boops de descarte de jaulas marinas aglutinada
con alginatos (26,3 % lipidos SS; TAAL de 1,5 g/ dia) en comparacién con una
dieta que empleaba B. boops de pesquerias artesanales (6,2 % SS lipidos SS;
TAAL de 0,2 g/ dia; Fig. 2) y sugiriendo una elevada eficacia en la utilizacion de
los lipidos de la dieta. Por lo tanto, estos estudios coinciden en que aunque los
porcentajes de grasa de la dieta puedan variar, las TAAL finales donde se
obtienen los mejores resultados estan comprendidos entre 1 y 1,5 g/dia para
dietas formuladas, correspondiéndose con porcentajes del 13-27 % lipidos SS.
Igualmente, estos resultados sugieren la necesidad de tener en cuenta el grado
de aceptabilidad de la dieta para fijar los porcentajes de grasa.
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Figura 2. Contenido de grasa (% SS) y tasa especifica de crecimiento (TEC, %
P/dia) en las distintas dietas formuladas sin aceite (A0), con un 10% (A10) y con
un 20% (A20) y otras dietas experimentales: (a) Estefanell et al, 2011a, (b)
Cerezo Valverde et al., 2012a.

El efecto en dietas naturales fue variable. Los mejores crecimientos fueron
obtenidos con dietas bajas o moderadas en grasa (2,4-18,7 % SS; ver Fig. 3),
pero que sin embargo mostraron tasas de ingesta elevadas y por lo tanto TAAL
moderadas (0,2-1,8 g/ dia). Los mejores resultados de crecimiento fueron
obtenidos por Garcia Garcia y Cerezo Valverde et al., 2006 con dietas naturales
de cangrejo (2,4 % lipidos S; TAAL 0,5 g/ dia) y con dietas mixtas de pescado y
cangrejo (4,1-11,7 % lipidos SS; TAAL 0,7-1,3 g/ dia), coincidiendo con los
parametros descritos para dietas formuladas. Estefanell et al. (2011a) obtuvo
también buenos resultados con boga salvaje (4,6 % lipidos SS; TAAL 0,2 g/dia) y
boga de descarte (18,7 % lipidos SS; 1,8 g/dia), pero con peores valores al
aumentar el contenido lipidico de la boga (46,5 % lipidos SS; TAAL 5,4 g/d;
Estefanell et al.,, 2011b). Estas diferencias podrian ser debidas a las distinta
composicion lipidicas y al contenido en proteina que poseen las dietas naturales
segun su procedencia (Estefanell et al., 2010b).

En nuestros resultados destaco el elevado aprovechamiento nutritivo de la dieta
A0 (IEA del 60,3 %) respecto de otras dietas naturales y experimentales (<55 %
en dietas naturales; i.e. Garcia Garcia y Cerezo Valverde et al., 2006; Biandolino
et al.,, 2010; Prato et al., 2010; Estefanell et al., 2011b; <28 % en dietas
experimentales; i.e. Cerezo Valverde et al., 2008; Quintana et al., 2008; Cerezo
Valverde et al., 2012a). Los valores de PPV y de LPV para la dieta AO fueron
moderados (27,39 y 14,09%, respectivamente) con valores de PPV similares a los
obtenidos con cangrejo (28%) pero inferiores a los de dietas mixtas de boga y
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cangrejo (33%) y boga (36%) (Garcia Garcia y Cerezo Valverde, 2006). Estos
resultados pueden ser debido a que la principal fuente proteica de nuestros
piensos formulados fue la gelatina, cuya proteina es deficiente en la mayoria de
aminoacidos esenciales y no esenciales (Karim y Bhat et al., 2009) en
comparacion con el contenido de aminoacidos de O. vulgaris (Cerezo Valverde et
al.,, 2012c). Por lo tanto, se podria continuar investigando en la linea de
formulacién de estos piensos suplementados con aminoacidos puros o materia
primas concretas para mejorar el rendimiento de la proteina (Cerezo Valverde et
al., 2012c).
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Figura 3. Contenido de grasa (% SS) y tasa especifica de crecimiento (TEC,
%P/dia) en distintas dietas naturales: (a) Estefanell et al., 2011b, (b) Estefanell et
al., 2011a, (c) Garcia Garcia y Cerezo Valverde, 2006, (d) Garcia Garcia y
Aguado Giménez, 2002.

La digestibilidad de la proteina de las dietas se mantuvo por encima del 95 % en
todos los casos, coincidiendo con los valores obtenidos para dietas naturales
(Hernandez y Garcia Garcia, 2004; Mazon et al., 2007; Sanchez et al., 2009) y
experimentales (Seica Neves et al.,, 2010; Morillo-Velarde et al., 2012b), e
indicando la elevada capacidad enzimatica de O. vulgaris para la digestion de
estos nutrientes (Boucher-Rodoni, 1982; Aguila et al., 2007; Hamdan et al., 2007).
Estos resultados apuntan a que los CDAPROT no se vieron afectados de forma
significativa por el porcentaje lipidico que contenia la dieta (Fig. 4). Por el
contrario, los CD de los lipidos fueron variables. Solo la dieta AO con un contenido
de 13,7 % lipidos SS obtuvo altos CDALIP (81,25 %), disminuyendo
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drasticamente hasta el 12,3 % cuando la dieta contiene un 38,8 % lipidos (Fig. 5)
y provocando también la disminucién de la CDAMS (Fig. 6). Estos resultados
apuntan a que los pulpos tienen una capacidad limitada para la digestién y
catabolizacion de lipidos coincidiendo con otros estudios previos en cefalopodos
(Ballantyne et al., 1981; Mommsen y Hochachka, 1981; O'Dor et al., 1984; Lee,
1994).

Ademas, fue destacable que conforme aumento el contenido de grasa en la dieta
disminuyo el coeficiente de digestibilidad de los lipidos neutros, llegando incluso a
ser nula en MG y FFA en las dietas A10 y A20 (Fig. 1). Esta nula digestibilidad
requiere una consideracion mas profunda y sugiere que la mayor parte de los
triglicéridos de la dieta se habrian desdoblado en acidos grasos libres y
monoglicéridos, resultando su contenido en las heces superior al ingerido en las
dietas. Por el contrario, los coeficientes de digestibilidad de los lipidos polares
fueron elevados, pudiéndose atribuir a la presencia de los fosfolipidos en la dieta.
Estos podrian mejorar la emulsion lipidica e incrementar la eficacia del trasporte
de los acidos grasos y lipidos del intestino al resto del organismo aumentando la
sintesis de lipoproteinas de O. vulgaris como se ha sugerido en estudios con
peces (Craig y Gatlin, 1997; Kasper y Brown, 2003; Tocher et al., 2008), por lo
que la capacidad digestiva para estos nutrientes no se vio limitada. El papel
predominante de los fosfolipidos en los tejidos de los cefaldpodos (Sinanoglou y
Miniadis-Meimaroglou, 1998; Navarro y Villanueva, 2000, 2003; Cerezo Valverde
et al., 2012b) y su movilizacion especialmente durante las fases de crecimiento
(Morillo-Velarde et al., 2012a) sugiere que futuros estudios de engorde para O.
vulgaris podria usar dietas formuladas suplementadas con estas clases lipidicas.

Segun nuestros resultados y comparandolos con los de otros autores (Hernandez
y Garcia Garcia, 2004; Mazén et al., 2007; Sanchez et al., 2009; Seica Neves et
al., 2010) los mejores CDALIP se obtienen con una dieta entre el 2-14 % de grasa
SS, ya que si aumentamos este porcentaje el CDALIP disminuye drasticamente.
Estos resultados coinciden con los derivados del crecimiento observado en
nuestro estudio, de donde se deduce que las dietas experimentales deberian
contener menos del 14 % lipidos SS para que el CDAMS no fuese menor del 90%
provocando la pérdida de gran cantidad de nutrientes por las heces (Figs. 5y 6).

A diferencia de la ocurrido en otros trabajos donde la composicién en la carcasa y
en el animal completo de los pulpos fue mas constante que en la glandula
digestiva (Almansa et al., 2006; Garcia Garrido et al 2011; Morillo-Velarde et al.,
2012b), en este trabajo el porcentaje de las diferentes clases lipidicas en la
carcasa si se vio modificado con la dieta. En este estudio, aumentaron los LN de
la carcasa, principalmente debido a la acumulacién de colesterol, acidos grasos
libres y triglicéridos, y disminuyeron los LP como consecuencia de un aumento en
la ingestion de lipidos. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Morillo-
Velarde et al (2012a) donde se sugiere un transporte simultaneo de TG y CHO de
la glandula digestiva hacia las células musculares durante el ayuno. Estos
resultados sugieren también que dietas con altos contenidos en lipidos pueden
producir un trastorno metabdlico y provocar modificaciones en la composicion de
los tejidos o una alteracion en la forma de almacenamiento o transporte de los
lipidos El mayor contenido de grasa de las dietas A10 y A20 también quedo
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reflejado en el alto porcentaje de grasa en la glandula digestiva de los pulpos,
resaltando el uso de este 6rgano como almacén de lipidos y energia (Sieiro et al.,
2006; Cerezo Valverde et al 2012a; Morillo-Velarde et al., 2012a).

@ Dieta AO
100 T
S —g— X g 0 o _
90 e A @ Dieta A10
80 CDAPROT = -0,1259*(%grasa) + 98,339 < Dieta A20
R2 =0,2063 .
A Boga+alginato (a
. 70
X OBoga cul (a
S 60 g @
o M Cangrejo (b
2 50 grejo (b)
<Di @ Sardina (b)
o 40
@ Boga salvaje (b)
30
O Boga salvaje (c)
20 )
X Cangrejo (c)
10 .
<© Boga salvaje (d)
O T T T T T T T T .
0 5 10 15 20 25 30 35 40 X Sardina (d)
Grasa (% SS) A Cangrejo (d)

Figura 4. Coeficientes de digestibilidad de las proteinas (CDAPROT %) en
funcién del porcentaje de grasa de la dieta (% SS) para las distintas dietas
formuladas sin aceite (A0), con un 10% (A10) y con un 20% (A20) y otras dietas
experimentales: (a) Seica Neves et al., 2010, (b) Sanchez et al., 2009 (c) Mazén
et al., 2007, (d) Hernandez y Garcia Garcia, 2004.
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Figura 5. Coeficientes de digestibilidad de los lipidos (CDALIP %) en funcion del
porcentaje de grasa de la dieta (%SS) para las distintas dietas formuladas sin
aceite (AQ), con un 10% (A10) y con un 20% (A20) y otras dietas experimentales:
(@) Seica Neves et al., 2010, (b) Sanchez et al., 2009 (c) Mazon et al., 2007, (d)
Hernandez y Garcia Garcia, 2004.
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Figura 6 . Coeficientes de digestibilidad de la materia seca (CDAMS %) en funcion
del porcentaje de grasa de la dieta (% SS) para las distintas dietas formuladas sin
aceite (A0), con un 10% (A10) y con un 20% (A20) y otras dietas experimentales
(@) Seica Neves et al., 2010, (b) Sanchez et al., 2009 (c) Mazon et al., 2007, (d)
Hernandez y Garcia Garcia, 2004.

Los resultados del presente estudio dan un gran paso en la elaboracion de dietas
formulada con fines comerciales para O. vulgaris. Por un lado, el formato
empleado en este estudio ha tenido una alta aceptabilidad, correspondiéndose
con altas tasa de ingesta y crecimiento. Por otro lado se proponen tasas de
ingesta de lipidos Optimas alrededor de 1 g/dia y porcentajes apropiados de
grasa alrededor del 13 - 14 % SS en dietas formuladas. Un menor porcentaje de
grasa en la dieta podria disminuir el rendimiento de la dieta y aumentar la
utilizacion de proteina mientras que, un mayor porcentaje haria disminuir la
digestibilidad de la dieta y podria ocasionar trastornos metabdlicos asociados con
un excesivo consumo de lipidos. Del presente estudio también se deriva el interés
de llevara a cabo estudios futuros con dietas formuladas suplementadas con
fosfolipidos, justificados por su elevada digestibilidad y su papel predominante en
la composicion de los tejidos de los cefalépodos. En este sentido, los porcentajes
de grasa en la dieta de esta especie podrian variar en funcion de las clases
lipidicas presentes en su composicion.
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Tarea 2.1.6. Requerimientos de carbohidratos

Contribucion energética de los carbohidratos durant e el ayuno en el pulpo
comun (Octopus vulgaris).

Introduccion

El conocimiento de los requerimientos nutricionales en cefalopodos se encuentra
aun en su fase incipiente y ha estado limitado por la escasa disponibilidad de
dietas formuladas de apropiada aceptabilidad y/o composicion nutritiva
(Domingues et al., 2007; Cerezo Valverde et al.,, 2008). La mayoria de las
hipotesis sobre estos requerimientos se han generado al suministrar dietas
naturales, a partir de sus analisis bioquimicos y de los propios cefalépodos
(Garcia Garcia y Cerezo Valverde, 2006), mediante la utilizacién de sustratos
energéticos marcados (O’Dor et al., 1984) o en experimentos de ayuno (Castro et
al., 1992). De ellos se deduce que los cefalopodos son especies exclusivamente
carnivoras, y a diferencia de lo ocurrido con los proteinas, raramente utilizan
carbohidratos (CH) o lipidos como fuente de energia (Lee, 1994). No obstante, se
ha demostrado que tienen la capacidad de digerir, almacenar y utilizar CH,
proporcionando energia preferentemente para las actividades explosivas de
caracter anaerébico (Wells y Clarke, 1996). Segun O’Dor et al. (1984) los CH
después de una comida son rapidamente catabolizados y so6lo una pequefia
cantidad seria acumulada como glucégeno muscular, siendo practicamente
inmune a su movilizacién en situaciones de ayuno. Segun Hochachka y Fields
(1982) el glucogeno podria ser también recuperado rapidamente directamente de
la glucosa en circulaciébn o de aminoacidos glucogénicos. En contraste, se han
encontrado cantidades variables y significativas de CH en todos los tejidos de
numerosas especies de cefaldpodos, incluyendo la génada (1-9 % materia seca),
la glandula digestiva (3-13 % materia seca) y musculo (1-8 % materia seca) (Rosa
et al., 2005a). A pesar de ello, los estudios sobre la contribucion de estos
sustratos al metabolismo energético en cefalopodos son escasos en comparacion
con los dedicados a proteinas o lipidos. El objetivo de este estudio fue conocer la
variacion en el contenido de CH en el tejido muscular, glandula digestiva y génada
de Octopus vulgaris, asi como su contribucion al gasto energético total durante el
ayuno.

Material y Métodos

Ejemplares de O. vulgaris se capturaron en el Mar Mediterraneo (Murcia, S.E.
Espafia) y se trasladaron individualmente a tanques circulares de 216 | en el
laboratorio. Los animales se aclimataron durante 2 semanas, y se alimentaron con
boga (Boops boops) y cangrejo (Carcinus mediterranus) en dias alternativos. Se
mantuvieron en un sistema de recirculacion de agua con control de la temperatura
(18,19 £+ 1,13°C) y sistemas de filtracion mecanica y bioldgica. Finalizado el
periodo de aclimatacion, los animales se pesaron y sexaron, formando 5 grupos
experimentales de 4 individuos macho cada uno con un peso medio inicial similar
(957-1099 g; 1022,75 £+ 163,96 g). Cuatro de estos grupos se sacrificaron a los
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dias 1, 2, 4 y 8 después de suministrar la Gltima comida. Se dispuso ademas de
un grupo control que fue alimentado durante los 8 dias de la experiencia. Todos
los animales se anestesiaron por inmersion en etanol al 2,5 % en agua de mar
helada antes del sacrificio (Rodriguez et al., 2006), se diseccionaron y se pesaron
el tejido muscular (animal completo sin visceras), la glandula digestiva y la
gonada (incluyendo el testiculo y la bolsa de Needham). La humedad de cada
tejido se determin6 en estufa a 105 °C durante 24 h hasta peso constante y los
CH totales por el método de Michel Dubois et al. (1956) y por triplicado,
expresandose en g/100g de tejido tanto en peso humedo (ww) como en peso
seco (dw). Se llevé a cabo un analisis de regresion simple para determinar la
variacion de la concentraciéon de CH en funcién de los dias de ayuno. Un test t-
Student se empled para comparar la concentracion de CH entre los grupos que
ayunaron y el control (alimentados), estableciendo un nivel de significacion de
P<0,05.

Resultados

Los animales mostraron una pérdida significativa en el peso total y en el de la
glandula digestiva a partir del 4° dia de ayuno (P<0,05), aunque no se detectaron
en el peso muscular ni en la gonada. Considerando todos los ejemplares
analizados, la concentracion de CH vario entre 2,42 y 4,23 g/100g dw en la
glandula digestiva, 2,14-3,20 g/100g dw en la génada y 1,78-3,16 g/100g dw en el
musculo (Fig. 1). La concentracion de CH permanecioé constante durante los 8
dias de ayuno en la glandula digestiva (Fig. 1A) y en la gbnada (Fig. 1B), tanto en
peso seco como en humedo (P<0,05). Igualmente no existieron diferencias en
estos tejidos entre los animales que ayunaron y los alimentados (P>0,05).

No obstante, a pesar de la concentracion similar de CH en la glandula digestiva
de los animales que ayunaron 8 dias y los control alimentados, el mayor tamafio
de este Organo en éstos Ultimos se tradujo en una mayor contenido de CH
almacenado (0,59+0,20 vs. 0,20+0,09 g/glandula digestiva/individuo a los 8 dias
de ayuno; P<0,05; Fig. 2)), detectandose un descenso de 0,028 g CH/glandula
digestiva/individuo/dia. Ademas, se observd una correlacion positiva entre el
contenido de agua y el de CH, lo que contribuy0 a mantener constante la
concentracion de CH en la glandula digestiva (ver Fig. 3). En el musculo se
detectd una tendencia negativa y significativa en la concentracion de CH (-0,02
g/100g ww y -0,11 g/100 dw de CH por dia de ayuno; P<0,05; Fig. 1C). Ademas,
todos los animales mostraron en el musculo concentraciones de CH
significativamente menores a partir del 4° u 8° dia de ayuno (1,78 g/100g dw)
respecto de los ejemplares alimentados (3,16+0,90 g/100g dw).
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Figura 1(A-C). Variacion en la concentracion de carbohidratos en peso humedo y
peso seco (g/ 100g), en la glandula digestiva (A), génada (B) y musculo (C) de
Octopus vulgaris durante 8 dias de ayuno. Los valores indican la media
desviacion estandar (n=4); *P<0,05 entre animales en ayuno y alimentados.
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En base a los resultados obtenidos se ha comprobado la capacidad de
almacenamiento de CH a nivel muscular y de la glandula digestiva cuando los
animales se alimentan con una dieta mixta de crustaceos y pescado. En este
estudio, las reservas de CH de la gonada permanecieron intactas, a diferencia de
lo ocurrido en el musculo y la glandula digestiva. Seguramente, el glucégeno de la
gonada sea preservado para otros fines como la maduracion o sintesis de tejidos
reproductivos. Rosa et al. (2005b) detecté incrementos en los niveles de
glucogeno en la gonada de ambos sexos conforme los cefaldpodos maduraban.
En nuestro estudio solo se emplearon machos en estado de madurez similar para
evitar la influencia de procesos reproductivos.

Los cambios mas evidentes se observaron en el tejido muscular, con un descenso
en la concentracién de CH a razén de 0,02 g/100g/dia para un ejemplar de 1 Kg
(85-90 % es tejido muscular), representando un consumo total de 0,18 g de CH.
Considerando un coeficiente calorico de 16,7 kJ/g de CH esto representaria un
aporte energético de 3 kJ/dia. Una contribucion menor se detecto para la glandula
digestiva (0,028 g/glandula digestiva/dia o 0,47 kJ/dia). Son necesarios mas
estudios para discernir si estas reservas son empleadas para cubrir los
requerimientos de la propia glandula o para abastecer al tejido muscular. Para un
ejemplar de 1 Kg a 18 °C -—condiciones experimentales similares a las del
presente estudio-, Cerezo Valverde y Garcia Garcia (2004) estimaron un
consumo de oxigeno de 2,6 g de O)/dia en situacion de rutina y un gasto
metabdlico de 35 kJ/dia. Como conclusion se puede asumir una contribuciéon de
los CH del 9,9 % al gasto energético diario en situacion de ayuno (8,6 %y 1,3 %
procedente del musculo y de la glandula digestiva, respectivamente). Igualmente,
Castro et al. (1992) observaron una baja contribucion de los CH, inferior al 3 % del
total de energia movilizada por la glandula digestiva en Sepia officinalis durante el
ayuno.

El pulpo comun seria por lo tanto capaz de consumir las reservas de CH en
situaciones mas explosivas, como la captura de presas o la huida de
depredadores, pero también en periodos de inanicion de mas de 3 dias. Una
alimentacion regular también permite aumentar el contenido de CH en la glandula
digestiva y mantener su concentracion en el masculo. Por lo tanto, aunque se
haya demostrado un papel secundario de los CH en O. vulgaris, éstos
contribuirian al metabolismo energético en situaciones concretas y no deberian
menospreciarse en el contexto de sus requerimientos nutritivos ni en la
formulacién futura de dietas para cefalopodos. Las pequefias cantidades de CH
acumulados en el musculo pueden ser consecuencia de una capacidad limitada
para la gluconeogénesis pero también por una baja disponibilidad de CH en su
dieta. Estudios adicionales son necesarios para determinar el efecto de dietas
formuladas con diferentes niveles de CH.
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Linea 2.2: Optimizacion de los formatos de pienso p ara el pulpo de roca

Tarea 2.2.1 Digestibilidad “in vivo” de los piensos elaborados con gelatinas

Crecimiento y digestibilidad de dietas formuladas a base de ingredientes
secos Y liofilizados en el pulpo comdn (Octopus vulgaris).

Resumen

En este trabajo se muestra el crecimiento y la digestibilidad de dos dietas semi-
hamedas (50 % de agua) formuladas a base de ingredientes secos Yy liofilizados
en O. vulgaris (Dieta P: 20% gelatina, 10% yema de huevo, 5% Sardinella aurita y
15% Todarodes sagittatus; Dieta G: Igual que la anterior pero sustituyendo T.
sagittatus por guisante). Ambas dietas presentaron una textura firme al
introducirlas en agua, una composicion similar en macronutrientes (70-73%
proteinas peso seco, 12-13% lipidos peso seco) y una buena aceptabilidad, con
una supervivencia del 100%. Las tasas de alimentacion relativas fueron similares
para las dos dietas (0,96-1,04 %l/dia; P>0,05), sin embargo, los mejores
resultados fueron obtenidos con la dieta P, mostrando una tasa absoluta de
crecimiento e indice de conversién de 9,56 g/dia y 1,04, respectivamente (2,16
g/dia y 3,88 para la dieta G; p<0,05). Los valores productivos de proteina y lipidos
fueron significativamente superiores para la dieta P (43,58 y 13,28% vs. 20,16 y -
0,49% para la dieta G, respectivamente). Los buenos resultados obtenidos para la
dieta P pueden justificarse por la elevada digestibilidad de ésta (93,25% para la
materia seca, 97,03% para proteinas y 87,89% para lipidos) en comparacion con
la dieta G (73,83%, 92,05% y 85,00%, respectivamente) mas que a la
aceptabilidad de las dietas. Estos resultados demostraron que O. vulgaris puede
alimentarse con ingredientes secos Yy liofilizados que han sufrido un tratamiento
térmico suave con buenas tasas de crecimiento, aprovechamiento nutritivo y
digestibilidad. Por esta razén, estudios futuros de engorde para pulpos podrian
usar una base similar al formato propuesto en este trabajo para obtener dietas
destinadas a fines comerciales.

Introduccion

El pulpo comun (Octopus vulgaris) es un excelente candidato para el desarrollo de
su produccion a escala comercial (Vaz-Pires et al., 2004; Garcia Garcia et al.,
2011). Sin embargo, hoy en dia, el desarrollo industrial de cefalopodos esta
limitado al engorde de sub-adultos capturados de su medio natural (Chapela et
al., 2006; Rodriguez et al., 2006; Garcia Garcia et al., 2009), debido a la elevada
mortalidad durante la cria larvaria (Navarro y Villanueva, 2003; Iglesias et al.,
2007) y al escaso desarrollo de los piensos formulados (Lee et al., 1991; Castro y
Lee, 1994; Cerezo Valverde et al., 2008). Las dietas basadas exclusivamente en
peces y crustaceos no son una propuesta comercialmente viable debido al precio
de éstos en el mercado y a su variable disponibilidad (Garcia Garcia el al., 2004),
de ahi la necesidad de buscar una alimentacién alternativa. En todo caso, el
desarrollo industrial de una especie necesita de una dieta formulada, tal y como
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ocurre con dorada y lubina (Cho y Bureau, 2001; Davies et al., 2009). Los piensos
secos que se utilizan para estas especies se conservan y almacenan mejor que
los semi-hUumedos o humedos al tener un porcentaje menor de agua,
normalmente poseen un menor coste por kg de animal producido, presentan
mayor regularidad en el suministro y composicién, son mas faciles de almacenar y
distribuir, su manipulacion es minima en las instalaciones de acuicultura, reducen
el riesgo de transmision de enfermedades infecciosas y poseen una mejor
estabilidad en agua y mejor digestibilidad.

Hasta la fecha, los mejores resultados en cefalopodos se han obtenido con
mezclas de pasta de pescado, crustaceos o moluscos, que suelen formar parte de
las dietas naturales que los pulpos consumen habitualmente, aglomerados con
gelatina o alginatos para evitar su disgregacion (Quintana et al., 2008; Rosas et al
2008). Peores resultados se han obtenido con piensos secos o formulados con
ingredientes puros (Castro y Lee, 1994; Domingues et al.,, 2005, 2007). La
gelatina en la elaboracion de dietas artificiales ha proporcionado una adecuada
palatabilidad en pulpos sub-adultos, generando ademas un crecimiento
significativo y elevada digestibilidad (Rosas et al., 2008). No obstante, las tasas
de disgregacion de estos piensos son elevadas sobre todo cuando no se aplica
calor a la mezcla. Por el contrario, la elaboracién de piensos con alginatos origina
mayor estabilidad en el agua, aunque este tipo de piensos presenta peor
aceptabilidad y digestibilidad (Rosas et al., 2008), aunque presentan la ventaja de
poder elaborarse en frio. Al respecto, Cerezo Valverde et al. (2008) y Domingues
et al. (2009) comprobaron una influencia negativa del tratamiento térmico sobre el
crecimiento en O. vulgaris y Sepia officinalis. Estos resultados se atribuyeron a la
posible desnaturalizacion de proteinas y pérdida de aminoacidos, mostrando
mejores resultados con los alimentos frescos, descongelados o liofilizados. La
principal ventaja de los alimentos liofilizados radica en que el agua se les ha
extraido sin tratamiento térmico, pasando directamente de la fase congelada o
sélida al estado gaseoso, ayudando a conservar intactas sus propiedades
nutritivas y estructura molecular. Paralelamente, en base a resultados
preliminares obtenidos por nuestro grupo de investigacion (Morillo-Velarde et al.,
2011) hemos podido comprobar que los peores resultados en cuanto
aceptabilidad y crecimiento en O. vulgaris fueron obtenidos con la incorporacion
de harinas, coincidiendo con los resultados previos obtenidos por Estefanell et al.
(2009). No obstante, obtuvimos muy buenos resultados al incluir en las dietas
productos liofilizados y yema de huevo, sugiriendo que estos ingredientes podrian
usarse para mejorar la textura y palatabilidad de las dietas formuladas para
cefalopodos. Ademas, la incorporacion de estos ingredientes podria presentar un
paso previo a la elaboracion de piensos con fines comerciales con menor
humedad y mejor conservacion.

En este trabajo se han utilizado dos dietas artificiales semi-hUmedas basadas
exclusivamente en una mezcla de ingredientes secos y liofilizados, sin usar
productos frescos y aplicandoles un tratamiento térmico suave para mejorar su
estabilidad en agua. El objetivo de este estudio fue comparar las tasas de
alimentacion y crecimiento del pulpo comun alimentado con estas dietas,
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comprobando los cambios que se producen en la composicion nutricional de los
animales y la digestibilidad de la dieta.

Material y Métodos
Captura y aclimatacion de los animales.

Los ejemplares de O. vulgaris se capturaron en el Mar Mediterraneo (Murcia, S.E.
Espafia) mediante arte de arrastre y se mantuvieron en tanques de 2000 | en el
laboratorio. Los animales se aclimataron durante 2 semanas y se alimentaron con
alacha (Sardinella aurita) y cangrejo (Carcinus mediterranus) en dias alternativos.
Posteriormente los animales se trasladaron y mantuvieron individualmente en
tanques circulares de 262 | en un sistema de recirculacion de agua con control de
la temperatura (Air Energy, Heat Pump Inc., Model 400 Ti) y filtracibn mecanica y
biolégica. Estos contenian tubos de PVC como refugio y una red externa para
evitar que se escaparan. La temperatura se mantuvo constante (18,75 + 0,37°C)
dentro del rango Optimo para esta especie (Aguado Giménez y Garcia Garcia,
2002), oxigeno superior al 80 % de saturacion para que este factor no fuera
limitante (Cerezo Valverde y Garcia Garcia, 2005), lampara UV, fotoperiodo 12L:
12D, salinidad 37%o, pH entre 7 y 8 y nitrégeno amoniacal total (TAN) inferior a 0,2
mg/I.

Elaboracion y estabilidad de las dietas formuladas.

Se prepararon dos dietas diferentes usando el liofilizado de guisante (dieta G) o
de pota (Todarodes sagittatus; dieta P) como ingredientes a testar, representando
cada uno de ellos el 15 % en peso de la dieta (ver Tabla 1). El resto de
ingredientes se mantuvo constante en ambas dietas y estuvo constituido por 50 %
de agua, un 20 % de gelatina como aglomerante, 10 % de yema de huevo en
polvo y 5 % de liofilizado de alacha (S. aurita). La pota y la alacha procedian de
pesquerias artesanales de la misma zona que los pulpos y el guisante se compro
congelado. La pota y la alacha fueron limpiados de espinas y visceras, Yy
posteriormente triturados. Todos estos ingredientes se liofilizaron y se trituraron
en un molinillo de café hasta obtener una textura de polvo fino (<200um), se
envasaron al vacio y se conservaron a -4°C hasta su utilizacién. La yema de
huevo y la gelatina se adquirieron en su forma comercial (Tabla 1). Para la
elaboracion de los piensos todos los ingredientes se mezclaron a 45 °C. Primero
se disolvid la gelatina en agua y posteriormente se fueron afadiendo los
ingredientes restantes hasta su completa homogenizacion. La mezcla obtenida se
dej6 enfriar a 4° C en bandejas de aluminio durante 24 h, congelandose
posteriormente hasta su uso.

La estabilidad en agua de ambas dietas se determiné a partir de la pérdida de la
materia seca del pienso después de la inmersion en agua durante 4 y 24 horas.
Para ello, se pesaron 3 replicas de cada dieta antes y después de introducirlas en
agua. Con estos datos se obtuvo la media de los valores de los siguientes indices
calculados:
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VP (%) = (Pf - Pi) / Pi * 100, expresa la variacién del peso seco de las dietas
después de ser sumergidas en agua, donde Piy Pf son el peso seco inicial y final,
respectivamente.

F = Pi / Pf, representa un factor de correccion. El peso seco del alimento no
ingerido de las dietas fue multiplicado por este valor de correccidén para tener en
cuenta la disgregacion del pienso.

Tabla 1. Composicion en peso (%) de las dietas experimentales formuladas con
guisante (G) o pota (P) como ingredientes a testar.

: , Yema  Alachd Pot& . o
Dietas Agua Gelatind de huevd (S aurita) (T. sagittatus) Guisanté Total (%)
G 50 20 10 5 - 15 100
P 50 20 10 5 15 - 100

®Gelatina granulada Bloom 220. Proporcionada por Productos Sur, S. A. (Poligono Industrial
Oeste, San Ginés, Murcia, Espafa).

®Yema de huevo atomizada, proporcionada por Avicola San Isidro S.L. (Los Belones, Cartagena,
Murcia, Espafia).

‘Ingredientes liofilizados.

Disefio experimental.

Finalizado el periodo de aclimatacion, los animales se pesaron y sexaron
formando 2 grupos experimentales de 8 individuos macho cada uno, con el fin de
evitar la influencia de los procesos reproductivos. A un grupo se le suministré la
dieta G (guisante, n=8) y a otro la dieta P (pota, n=8) durante 42 dias (abril —
mayo, 2011). Los pesos medios iniciales fueron de 770 = 101 g (634-9029) para
la dieta G y 742 £ 103 g (637-891qg) para la dieta P. La temperatura del agua
oscilé entre 18,2 y 19,8°C durante el periodo experimental (18,75 £ 0,37°C). Los
piensos se pesaron y se administraron a saciedad, en un unico trozo de forma
cubica, correspondiendo la primera toma al 5% del peso corporal de cada
individuo, y posteriormente, reajustandose para que sobrepasase las demandas
de cada ejemplar. Los pulpos eran alimentados a las 09:00 h, 6 dias a la semana
(Garcia Garcia y Cerezo Valverde, 2004, 2006), y el alimento sobrante se recogia
a la 13:00 h con la ayuda de un pequeiio salabre. El alimento sobrante fue secado
con papel absorbente y pesado para calcular la ingesta diaria de cada individuo.
El dltimo dia de experimentacion todos los animales fueron pesados vy
anestesiados por inmersion en agua de mar helada antes del sacrificio
(Rodriguez-Dominguez et al., 2006).

Recogida y conservacion de las muestras.

Una vez finalizado el experimento, se procedid a la diseccién de los 8 ejemplares
de cada grupo. En cuatro de ellos se obtuvo la glandula digestiva y la carcasa
(resto del individuo menos la glandula digestiva), y de los 4 restantes la glandula
digestiva y el tejido muscular (tres patas y parte del manto) con sus
correspondientes pesos. Este procedimiento fue necesario para obtener las
analiticas de la composicion de los animales completos, a partir de los resultados
de la glandula digestiva y la carcasa. Cada una de estas partes se triturd y mezclo
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hasta obtener una mezcla homogénea, se envaso al vacio y se congel6é a -20° C
antes de proceder a los analisis bioquimicos.

Las heces de cada grupo experimental fueron recogidas diariamente con la ayuda
de un pequefio salabre y se conservaron en el ultracongelador a -80 °C.
Posteriormente se liofilizaron, obteniendo un total de 11,8 g y 5,4 g de heces de
los animales alimentados con las dietas G y P, respectivamente. Todas las heces
de cada grupo fueron recogidas conjuntamente para conseguir la cantidad
necesaria para su andlisis.

Método Analitico

Se analizaron por triplicado tanto las dietas formuladas como las muestras de
pulpo, obteniendo la humedad, cenizas, lipidos y proteinas. Se utilizé un g de
muestra para la ceniza, humedad y proteina y 2 g de muestra en el caso de los
lipidos. La humedad fue obtenida por desecacion a 105 + 1° C durante 24 h hasta
peso constante (AOAC 1997; Method n°. 930.15) y las cenizas por incineracion a
450 + 1° C durante 24 h en un horno Mufla (HOBERSAL, HD-230). El contenido
de lipidos fue obtenido mediante eter etilico en un extractor SOXTEC AVANTI
2058 (AOAC, 1997; Método n° 920.39). El contenido proteico fue determinado por
el método Kjeldhal usando un factor de conversion de 6,25 y el material extraible
libre de nitrégeno (MELN) por diferencia. La energia y la relacion proteina energia
(P/E en MJ) fueron estimados usando los coeficientes de energia de Miglavs y
Jobling (1989): Proteina 23,6 KJ/g, lipidos 38,9 KJ/g y carbohidratos 16,7 KJ/g.
Los macronutrientes en el animal completo se calcularon sumando el contenido
del nutriente (N) en la glandula digestiva con el contenido en la carcasa:

N total = [((PGD*%NGD) + (PCA*%NCA))*100]/PT, donde N es el % de nutriente
considerando el animal completo, PGD el peso de la glandula digestiva, PCA el
peso de la carcasa, NGD el porcentaje del nutriente en la glandula digestiva, NCA
el porcentaje del nutriente en la carcasa y PT el peso total del individuo.

Determinacion de la digestibilidad.

El coeficiente de digestibilidad aparente fue calculado para la materia seca
(CDAMS), la proteina (CDAPROT) vy los lipidos (CDALIP) usando la ecuacion
estandar de Maynard y Loosli (1969):

CDA = 100 - (100*%Mdieta/%Mheces) x (%Nheces/%Ndieta), donde M es el
marcador inerte y N los nutrientes. Como marcador inerte se emplearon las
cenizas insolubles en acido (CIA), determinadas segun el método descrito por
Atkinson et al. (1984). En el caso de las heces liofilizadas se utilizaron entre 2 y 3
g para obtener la humedad, cenizas y cenizas insolubles en acido (C.I.A), 0,1 g
para proteinas y 0,2 g para lipidos, realizando los andlisis por duplicado. Las
dietas liofilizadas se analizaron por triplicado, utilizando 5 g para la obtencion de
las C.I.A.

Parametros calculados y analisis de los datos.
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Todos los ejemplares fueron pesados al inicio (Pi es el peso inicial en g) y al final
del experimento (Pf es el peso final en g). Los parametros calculados fueron los
siguientes: Peso medio: Pm (g) = (Pi+Pf/2); Incremento de peso: IP (g) = Pf—Pi;
Tasa de alimentacion absoluta: TAA (g/dia) = (AC/dias); Tasa de alimentacion
relativa: TAR (%P/dia) = (TAA/Pm)*100; Tasa de crecimiento diario: TCA (g/dia) =
(IP/dias); Tasa especifica de crecimiento: TEC (%P/dia) = [(InPf-LnPi/dias)]*100;
indice de eficacia alimentaria: IEA (%) = (IP/AC)*100; indice de conversién: IC =
AC/IP; Tasa de alimentacion absoluta de proteina: TAAP (g/dia) =
(TAA*%Proteina dieta)/100; Tasa de alimentacién absoluta de lipidos: TAAL
(g/dia) = (TAA*%Lipidos dieta)/100; Valor productivo de la proteina: PPV (%) =
(Proteina retenida/ Proteina ingerida)*100; Valor productivo de los lipidos: LPV
(%) = (Lipidos retenidos/ Lipidos ingeridos)*100; indice de la glandula digestiva:
IGD(%) = PGD/Pf)*100, donde PGD es el peso de la glandula digestiva en gy AC
es el alimento consumido en g corregido teniendo en cuenta la tasa de
disgregaciéon en el agua y calculado segun la formula:

AC = (Alimento suministrado ss - Alimento sobrante ss*F) + Alimento suministrado
ss*%Humedad dieta), con valores de F de 0,80 y 0,67 para las dietas G y P,
respectivamente)

Los resultados obtenidos de todos los analisis fueron expresados como la media +
la desviacion estandar (D.E.). Para analizar las diferencias se llevo a cabo un
analisis de la varianza de una via (ANOVA). Los porcentajes y los indices fueron
transformados aplicando el logaritmo neperiano antes de hacer el ANOVA.

Resultados

Ambas dietas presentaron una textura firme antes de sumergirlas en agua. La
dieta G perdié un 11,4% de su peso seco y la dieta P un 18,1% después de
permanecer 4 h en agua. La dieta G presento una humedad del 52,77% y la dieta
P del 48,63%, existiendo diferencias significativas (p<0,05). No existieron
diferencias significativas en los porcentajes de proteinas, lipidos, minerales o
MELN de las dos dietas experimentales (p>0,05). El contenido energético (2375-
2396 KJ/100g) y la relacion P/E (29,11-30,91 g/MJ) fueron similares en ambas
dietas (Tabla 2).

Tabla 2. Composicion (% peso seco) en macronutrientes de las dietas formuladas
con guisante (G) o pota (P).

G P p
Humedad 52,77 £ 0,43 48,63 +1,12
Proteinas 69,76 £+ 2,58 73,39+1,12 n.d.
Lipidos 13,02 + 0,69 11,79 £ 0,75 n.d.
Cenizas 2,66 £ 0,06 3,80+1,31 n.d.
MELN? 14,57 +2,57 11,02 +2,34 n.d.
CIA 0,038 £+ 0,009 0,078 £ 0,008 *
Energia( KJ/100gq) 2396 2375
P/E (g/MJ)° 29,11 30,91

Datos expresados como la Media + D. E.; n.s.= no significativo (P>0,05); *P<0,05
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®MELN = Material extraible libre de nitrégeno, calculado por diferencia; °CIA = Cenizas insolubles
en acido; © P/E = Relacién proteina/energia.

Al comienzo del experimento, no hubo diferencias significativas entre los pesos
medios iniciales de los dos grupos. Ambos grupos aceptaron las dietas, con TAR
similares (p>0,05) y una supervivencia del 100%. No obstante, el grupo
alimentado con dieta P mostro tasas absolutas de ingesta (TAA, TAAP, TAAL)
significativamente mejores respecto del grupo alimentado con la dieta G (p<0,05;
Tabla 3). Los animales alimentados con la dieta P mostraron indices
significativamente mejores de crecimiento (IP, TCA, TEC), siendo el IP cuatro
veces mayor en éstos (401 + 78 g) respecto de los alimentados con la dieta G (91
+ 27 g; Tabla 3). Igualmente, los indices de aprovechamiento nutritivo (IEA, IC,
PPV y PPL) fueron significativamente mejores en la dieta P, destacando un IC
proximo a 1 en esta dieta. Ambas dietas mostraron valores positivos en el PPV
(20,16% dieta G y 43,58% dieta P), mientras que el LPV fue negativo en animales
alimentados con la dieta G (-0,49%) y positivo en los alimentados con la dieta P
(13,28%; P<0,05). El IGD fue significativamente superior para la dieta P (5,60%)
respecto de la dieta G (4,16%; p<0,05).

Tabla 3. Medias + D.E. de los parametros medidos en cada grupo experimental
para las dietas formuladas con guisante (G) o pota (P).

G P p
N 8 8
Pi (g) 770 £110 742 +103 n.s.
Pf (g) 861 + 102 1143 + 167 *
IP (g) 9127 401 +78 *
TAA (g/dia) 7,70 £ 0,54 9,72 £0,93 *
TAAP (g/dia) 2,55+0,18 3,71+0,35 *
TAAL (g/dia) 0,47 +0,03 1,08 £ 0,23 ¥
TAR (%P/dia) 0,96 + 0,13 1,04 0,10 n.s.
TCA (g/dia) 2,16 + 0,64 9,56 + 1,88 *
TEC (%P/dia) 0,27 +0,10 1,03+0,13 *
IEA (%) 27,81 + 7,64 97,79 + 13,52 *
IC 3,88 £1,27 1,04 0,14 *
PPV (%) 20,16 + 7,50 43,58 +7,36 *
LPV (%) -0,49 + 5,25 13,28 £ 5,17 *
IGD (%) 4,16 +1,12 5,60 + 0,92 -

n.s.=no significativo (p>0,05); *P<0,05. Pi = peso inicial; Pf, = peso final; IP = incremento de peso;
TAAss = tasa de alimentacién absoluta en peso seco; TAR = tasa de alimentacion relativa; TCA =
tasa de crecimiento absoluta; TEC = tasa especifica de crecimiento; IEA = indice de eficacia
alimentaria; IC = indice de conversion; TAAP = tasa de alimentacion absoluta de proteinas; TAAL,
tasa de alimentacion absoluta de lipidos; PPV = valor productivo de la proteina; LPV = valor
productivo de los lipidos; IGD = indice de la glandula digestiva.
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Las diferencias entre las heces de los dos grupos fueron significativas para todos
los macronutrientes analizados (p<0,05), destacando el elevado porcentaje de
lipidos y proteinas en las heces de la dieta P frente a la dieta G y el elevado
porcentaje de MELN en las heces de la dieta G (45,78%) frente a la dieta P
(15,68%; Tabla 4). Los valores obtenidos de CDAMS, CDAPROT y CDALIP para
la dieta P (93,25, 97,03 y 87,89 %, respectivamente) fueron superiores en
comparacion con los obtenidos para la dieta G (73,83%, 92,05% y 85,00%,
respectivamente).

Tabla 4. Composicion de las heces liofilizadas (% peso seco) de y coeficientes de
digestibilidad de las dietas formuladas con guisante (G) o pota (P).

G P p
Humedad 4,37 +0,12 7,91 +0,39
Proteinas 21,20+1,72 32,33+1,00 *
Lipidos 7,46 +0,21 21,14 +0,19 *
Cenizas 27,82 +0,11 30,85 +0,11 *
MELN? 45,78 15,68 -
CIA® 0,052 + 0,004 1,079 + 0,367 *
CDAMS® 73,83 93,25 -
CDAPROT® 92,05 97,03 -
CDALIP® 85,00 87,89 -

®MELN = Material extraible libre de nitrégeno, calculado por diferencia; °CIA = Cenizas insolubles
en &cido ; © CDAMS = Coeficiente de digestibilidad aparente de la materia seca.; ¢ CDAMS =
Coeficiente de digestibilidad aparente de la proteina; ©® CDAMS = Coeficiente de digestibilidad
aparente de los lipidos.

n.s.= no diferencias significativas (P>0,05); *P<0,05. CIA = cenizas insolubles en &cido.

Las principales diferencias en cuanto a la composicion nutricional de los animales
se dieron en la glandula digestiva. En este érgano, el grupo alimentado con la
dieta G mostré porcentajes significativamente mayores en humedad, proteinas,
cenizas y MELN respecto del alimentado con la dieta P (p<0,05; Tabla 5). No
obstante, el porcentaje de lipidos fue significativamente mayor en los animales
alimentados con la dieta P (34,97%) respecto de los alimentados con la dieta G
(5,51%; P<0,05). En el musculo se obtuvieron valores significativamente mas
altos de humedad y de cenizas en los animales alimentados con la dieta G que
con la dieta P (p<0,05). No se obtuvieron diferencias significativas en la
composicién nutricional de la carcasa (p>0,05). En el animal completo, solo se
obtuvieron diferencias significativas en el contenido de lipidos, siendo mayor en
aguellos animales que se alimentaron con la dieta P (3,35%) que con la dieta G
(1,43%; Tabla 5).
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Tabla 5. Composicion (%peso seco) en macronutrientes de las distintas
fracciones del pulpo (% peso seco) alimentados con las dietas formuladas con

guisante (G) o pota (P).

G P p
Glandula Digestiva (N = 8)
Humedad 71,39 +2,09 60,86 + 2,66 *
Proteinas 63,48 £ 4,62 50,39 £ 8,98 *
Lipidos 5,51+2,92 34,97 + 10,86 *
Cenizas 6,62 + 1,34 3,45+ 0,56 *
MELN? 24,45 + 4,41 13,14 + 4,06 *
Musculo (N = 4)
Humedad 81,46 + 0,66 80,13 +0,43 *
Proteinas 79,57 £1,18 80,35+1,64 n.s.
Lipidos 1,01+0,43 1,47 £ 0,55 n.s.
Cenizas 11,76 + 0,61 10,27 + 0,47 *
MELN? 7,66 +1,83 7,19 +1,63 n.s.
Carcasa (N = 4)
Humedad 80,60 +1,17 81,02 + 0,57 n.s.
Proteinas 80,66 + 1,80 80,04 + 3,34 n.s.
Lipidos 1,14 £ 0,36 0,75 + 0,07 n.s.
Cenizas 11,42 +£1,00 11,20 £ 0,56 n.s.
MELN? 6,78 + 2,15 8,00 + 3,45 n.s.
Animal Completo (N = 4)
Humedad 80,25+1,12 79,95 + 0,55 n.s.
Proteinas 79,70+ 1,90 77,46 + 3,51 n.s.
Lipidos 1,43 £ 0,60 3,35+0,83 *
Cenizas 11,13+0,94 10,25 + 0,47 n.s.
MELN? 22,35+ 1,35 21,97 + 0,64 n.s.

®MELN = Material extraible libre de nitrogeno, calculadas por diferencia. n.s.= no significativo

(P>0,05); *P<0,05.

Discusion

En este trabajo se describe el uso de las dos primeras dietas formuladas
exclusivamente a base de ingredientes secos o liofilizados para la alimentacion de
O. vulgaris. Ambas dietas se formularon a partir de la misma base (Morillo-
Velarde et al., 2011) y se diferenciaron en un unico ingrediente, por lo que las
diferencias obtenidas entre ambas pueden atribuirse a este ultimo. La pota (T.
sagittatus) se seleccion6 por ser una especie de calamar abundante en la zona de
estudio y de poco valor comercial. Ademas, presenta un elevado contenido
proteico (Rosa et al., 2005) y un buen perfil de clases lipidicas (Cerezo Valverde
et al., 2011). El guisante fue seleccionado por su elevado contenido proteico pero
también por su elevada aceptabilidad en el pulpo en ensayos preliminares
(Morillo-Velarde et al., 2011).
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Ambas dietas mostraron una buena aceptabilidad y una composicion similar en
macronutrientes, aunque sélo la dieta que empleé pota como ingrediente principal
ofreci6 un buen crecimiento y digestibilidad. Las mayores tasas absolutas de
ingesta correspondientes a la dieta P se pueden atribuir al mayor tamafo y
crecimiento de los animales de este grupo, pero no indican una mayor
aceptabilidad respecto de la dieta G porque las tasas relativas al peso corporal
fueron similares. Si transformamos las tasas absolutas de ingesta de la dieta P en
peso seco (4,99 gSS/dia) para poder compararlas con dietas naturales,
observamos que los valores se aproximan a los estimados en condiciones
experimentales similares de peso y temperatura al suministrar boga B. boops
(5,77 gSS/dia; Aguado Giménez y Garcia Garcia, 2002), e inferiores respecto de
la sardina Sardina pilchardus (9,59 gSS/dia; Garcia Garcia y Aguado Giménez,
2002) o el cangrejo C. mediterranus (15,90 gSS/dia; Aguado y Garcia Garcia,
2002). Al comparar nuestros resultados con otras dietas experimentales
aceptadas por O. vulgaris, observamos valores similares a los obtenidos por
Cerezo Valverde et al. (2008), 3,24-6,97 gSS/dia, y Estefanell et al. (2011a), 4,23-
6,84 gSS/dia, e inferiores respecto de los obtenidos por Quintana et al. (2008),
11,52-16,11 gSS/dia, y Garcia et al. (2010), 24,34-29,98 gSS/dia. En todo caso,
parte de estas diferencias se pueden atribuir a las distintas formas de evaluar las
tasas de disgregacion de los piensos, lo que hace estos resultados dificiimente
comparables. Segun nuestros resultados, la ingesta de estos piensos es todavia
un aspecto con amplio margen de mejora, y se debe seguir investigando en la
linea de formulaciones y atrayentes que mejoren su palatabilidad.

En referencia a las tasas de crecimiento, los valores para los individuos
alimentados con la dieta P (9-10 g/dia; 1,03 %P/dia) no superaron a los estimados
con C. mediterranus (17 g/dia), aunque fueron similares a los estimados con B.
boops, (9 g/dia; Aguado y Garcia Garcia, 2002) y mejores que con S. pilchardus
(7-8 g/dia; Garcia Garcia y Aguado Giménez, 2002) y otros estudios con dietas
experimentales (Cerezo-Valverde et al., 2008; Quintana el al., 2008; Garcia et al.,
2011). Hasta la fecha, los mejores resultados con dietas experimentales han sido
obtenidos por Estefanell et al (2011a), suministrando B. boops de descarte de
elevado contenido lipidico aglutinada con alginatos (17 g/dia; 1,5 %P/dia). Estos
excelentes resultados se atribuyeron a una eficaz utilizacion de los lipidos y un
efecto de ahorro de la proteina. No obstante, otros ensayos han demostrado una
pobre digestibilidad de los lipidos procedentes de la boga de cultivo (Sanchez et
al. 2009; Seica Neves et al. 2010) y un efecto negativo sobre la absorcién de
proteinas (Sanchez et al., 2009) sugiriendo que tanto el contenido lipidico como el
tipo de grasa (Cerezo Valverde et al., 2011) de las dietas experimentales deberia
establecerse en futuros estudios para optimizar el rendimiento de la dieta.

En nuestros resultados destaco el elevado aprovechamiento nutritivo de la dieta P
respecto a todas las dietas naturales (i.e. Garcia Garcia y Cerezo Valverde et al.,
2006; Biandolino et al., 2010; Prato et al., 2010; Estefanell et al., 2001b), asi como
experimentales (i.e. Cerezo Valverde et al., 2008; Quintana et al., 2008; Garcia et
al., 2010; Estefanel et al., 2011) , con indices de conversion proximos a 1,
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elevados valores de PPV y moderados de LPV (43,58% vy 13,28 %,
respectivamente). Los valores de PPV para la dieta P fueron incluso mejores que
los obtenidos con dietas a base de cangrejo (28%), dietas mixtas de peces y
cangrejo (33%) y peces (36%) (Garcia Garcia y Cerezo Valverde, 2006),
sugiriendo un buen balance nutricional de la dieta P respecto de las dietas
naturales. Estos resultados fueron acompafiados de elevados coeficientes de
digestibilidad en la dieta P, coincidiendo con los valores obtenidos para dietas
naturales de boga, sardina y cangrejo (Hernandez y Garcia Garcia, 2004; Mazon
et al.,, 2007), pero superiores respecto de otras dietas experimentales (Seica
Neves et al., 2010), donde usan la misma metodologia que en este trabajo (ver
Figura 1). Sin embargo, cuando los pulpos se alimentaron con la dieta G, se
obtuvo una fuerte reduccion en el coeficiente de digestibilidad de la materia seca
(93 % al 74%), sugiriendo que el guisante interfiere en el proceso digestivo en O.
vulgaris. Las leguminosas y el guisante entre ellas, presentan ciertos factores
antinutricionales tales como los inhibidores de proteasas, amilasas, lectinas,
fitatos y ciertos compuestos fendlicos (Carmona et al., 1991; Trago et al., 2000),
que podrian haber afectado a las enzimas digestivas del pulpo. Igualmente, se
detectd una disminucion de los coeficientes de digestibilidad de la proteina (97 al
92 %) y los lipidos (88 al 85 %) al sustituir la pota por guisante. A pesar de que el
tratamiento con calor permite la inactivacion de estos factores antinutricionales,
nuestros resultados sugieren que las bajas temperaturas empleadas en el
proceso de fabricacion de este pienso podrian no haber sido suficientemente
elevadas.

Por otra parte, los menores CD para proteinas y lipidos no fueron suficientes para
explicar la baja digestibilidad de la dieta G. Estos resultados apuntan a que la
digestibilidad del resto de componentes de la dieta G, concretamente los hidratos
de carbono, habria sido practicamente nula para el caso del guisante. Aunque las
amilasas estan presentes a lo largo del tracto digestivo de los cefalépodos, tanto
en la glandulas salivares (Caruso et al., 2004) como en la glandula digestiva
(Boucher-Rodoni, 1982), podrian haber sido insuficientes o haber quedado
inactivadas por la presencia de factores antinutricionales. O’'Dor et al. (1984)
observaron una digestibilidad de la glucosa pura del 98 %, y puesto que los
carbohidratos incluidos en el guisante son mayoritariamente almidones, el grado
de complejidad de los carbohidratos también podria ser un factor a tener en
cuenta en el disefio de estas dietas experimentales.

La digestibilidad que nosotros observamos para la proteina de las dietas P y G,
asi como en dietas naturales y otras experimentales se mantiene por encima del
90 % en todos los casos, indicando la elevada capacidad enzimatica para la
digestion de estos nutrientes (Boucher-Rodoni, 1982). Hamdan et al. (2007)
confirmaron mediante estudios de digestion in vitro la importancia de las
proteasas en las glandulas salivares y glandula digestiva del pulpo, con distintos
perfiles de actividad en funcién del pH que evidenciaban un equipo de proteasas
complejo, en el que probablemente se combina la accion de enzimas que actuan
a nivel intra y extracelular. Por el contrario, los resultados para los coeficientes de
digestibilidad de los lipidos fueron variables. Aunque los coeficientes de las dietas
G y P no superaron a los de dietas naturales a base de cangrejo y de boga,
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ambos bajas en lipidos (<15 % grasa peso seco; Hernandez y Garcia Garcia,
2004; Mazoén et al., 2007), si lo hicieron para la sardina, boga y otras dietas
experimentales de mayor contenido lipidico (20-34 % grasa peso Seco;
Hernandez y Garcia Garcia, 2004; Seica Neves et al.,, 2010; Fig. 1). Estas
diferencias se pueden atribuir al distinto contenido en grasa de las dietas,
habiéndose demostrado una disminucion en la capacidad de digestion de éstas
conforme aumenta su contenido en la dieta (Sanchez et al.,, 2009). Estos
resultados coinciden con estudios previos que demostraron una capacidad
limitada para la digestion y catabolizacion de lipidos en cefalépodos (Ballantyne et
al., 1981; Mommsen y Hochachka, 1981; O'Dor et al., 1984; Lee, 1994).

En cuanto a la composicion nutricional en O. vulgaris, los cambios mas relevantes
fueron observados a nivel de la glandula digestiva. De acuerdo con Almansa et al.
(2006) y Sierio et al. (2006), tampoco en este estudio encontramos diferencias
significativas en el tejido muscular ni en la carcasa como consecuencia de la dieta
suministrada. Sin embargo, el porcentaje lipidico de la glandula digestiva en
animales alimentados con dieta P (34,97 %) fue mucho mayor que en los
animales alimentados con dieta G (5,51 %), sugiriendo un pero balance nutricional
en esta Ultima y una mayor contribucion de los lipidos al metabolismo energético.
Estos resultados también quedaron reflejados en los valores de LPV, con una
retencién de 13,18 % de los lipidos ingeridos totales con la dieta P y de -0,49 %
para la dieta G. Estudios previos han demostrado que las reservas de lipidos en
pulpos se encuentran principalmente en la glandula digestiva (Sieiro et al., 2006;
Cerezo et al., 2011), esencialmente triglicéridos, colesterol y esteres de colesterol,
los cuales pueden ser movilizadas en situaciones de ayuno (Garrido et al., 2010).
Esta es la primera vez que dietas semi-hUmedas elaboradas exclusivamente con
ingredientes secos Yy liofilizados son aceptadas por O. vulgaris llevando consigo
buenas tasas de crecimiento, aprovechamiento nutritivo y digestibilidad. Los
resultados del presente estudio dan un gran paso en las investigaciones para
conseguir una dieta formulada con fines comerciales para O. vulgaris. Estudios
futuros de engorde en pulpos podrian usar una base similar al formato propuesto
para obtener piensos secos con mayor aceptabilidad y estabilidad.
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Figura 1. Comparacion de los coeficientes de digestibilidad de los lipidos
(CDALIP), proteinas (CDAPROT) y materia seca (CDAMS) obtenidos para las
dietas experimentales formuladas con guisante (G) o pota (P) como ingredientes a
testar, para la dieta experimental de boga aglutinada con alginato (Seica Neves et
al., 2010), y para las dietas naturales (boga, sardina y cangrejo) en similares
condiciones de experimentacion (Hernandéz y Garcia Garcia., 2004).
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Tarea 2.2.2. Mejora de la textura y estabilidad de  los piensos

Inclusion de gomas comerciales

Para la preparacion de este tipo de piensos se disolvieron dos tipos de gomas
comerciales en agua templada (50°C), posteriormente se afiadid pasta de
pescado (Boops boops) y se mezclé con batidora hasta obtener una mezcla
homogénea. Esta se dejé enfriar a 4 °C durante 24 h. Las proporciones de pasta
de pescado oscilaron entre el 0 y 30 % y las de gomas entre el 0y 7,2 % (Tabla
1). En general, con las gomas se consigue un efecto espesante importante de la
mezcla y ligeramente gelificante, pero en ningun caso se obtiene un pienso
estable en agua y cohesionado. La concentracion optima de gomas se obtuvo
entorno al 4 % de la mezcla. Por encima del 7 % y por debajo del 2 % la
consistencia de los piensos empeora, quedando con una textura blanda que se
deshace con facilidad. Al emplear el 4 % de gomas los mejores resultados se
obtiene con un 10 % de pasta de pescado, pero empeoraron al aumentar la
proporcion al 20 o 30 %. Las gomas, por lo tanto, podrian ser Gtiles para dar
consistencia a ciertas mezclas pero no son apropiadas por si solas para la
elaboracion de este tipo de piensos. La sustitucion de pasta de pescado por
harina de cangrejo no mejoré los resultados.

Inclusiéon de gelatina comercial (Bloom 220)

Distintos porcentajes de gelatina y pasta de pescado.

Para su preparacion se disolvié la gelatina en agua al bafio Maria (60-70° C)
durante cinco minutos, posteriormente se afiadio la pasta de pescado y se batio
todo hasta obtener una mezcla homogénea. Se dejo enfriar a 4 °C durante 24
horas. La composicion porcentual de los piensos se presenta en la Tabla 2. Los
mejores resultados se obtuvieron con un 15y un 25 % de gelatina, admitiendo
hasta un 50 % de pasta de pescado con buenos resultados de cohesion y
aceptables de estabilidad en agua. Cuando el porcentaje de pescado es del 75 %
disminuye la cohesion. La estabilidad de las mezclas y la cohesion mejora al
pasar de un 13 a un 24% de agua.
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Tabla 1. Ingredientes empleados en la elaboracion de piensos incluyendo gomas
comerciales.
Pasta de pescado + Gomas

N° Agua Goma PRS-30 KT Goma PRS-T Pescado  Total ESP GEL EST CH

1 gr 100,0 2,0 2,0 0,0 104,0 + - - -
% 96,15 1,9 1,9 0,0 100,0

2 gr 30,0 0,6 0,6 170,0 201,2 + - - -
% 14,91 0,3 0,3 84,5 100,0

3 gr 60,0 1,2 1,2 140,0 202,4 + - - -
% 29,64 0,6 0,6 69,2 100,0

4 gr 864 1,8 1.8 10,0 100,0 ++ - - -
% 86,40 1,8 1,8 10,0 100,0

5 gr 76,8 1,6 1,6 20,0 100,0 + - - -
% 76,80 1,6 1,6 20,0 100,0

6 or 67,2 1,4 14 30,0 100,0 + - - -
% 67,20 1,4 14 30,0 100,0

7 gr 828 3,6 3,6 10,0 100,0 ++ + - -
% 82,80 3,6 3,6 10,0 100,0

8 or 736 3,2 3,2 20,0 100,0 + + - -
% 73,60 3,2 3,2 20,0 100,0

9 gr 644 2,8 2,8 30,0 100,0 + - - -
% 64,40 2,8 2,8 30,0 100,0

10 gr 864 1,2 2,4 10,0 100,0 ++ + - -
% 86,40 1,2 2,4 10,0 100,0

11 gr 76,8 11 2,1 20,0 100,0 + + - -
% 76,80 1,1 2,1 20,0 100,0

12 gr 67,2 0,9 1,9 30,0 100,0 + - - -
% 67,21 0,9 1,9 30,0 100,0

13 gr 864 2,4 1,2 10,0 100,0 ++ + - -
% 86,40 2,4 1,2 10,0 100,0

14 gr 76,8 2,1 1,1 20,0 100,0 + + - -
% 76,78 2,1 1,1 20,0 100,0

15 gr 67,2 1,9 0,9 30,0 100,0 + - - -
% 67,21 1,9 0,9 30,0 100,0

ESP = Espesante; GEL = Gelificante; EST = Estabilidad en agua;
CH = Cohesion (Fragil-Flexible-El&stico)

Tabla 2. Composicion de piensos elaborados con distintos porcentajes de gelatina
y pasta de pescado.
Pasta de pescado + Gelatinas

N° Gelatina Agua Azucar  Pescado Total ESP GEL EST CH
1 ar 15,0 12,5 18,8 15,4 61,7 - - ++ 4+
% 24,32 20,27 30,40 25,00 100,0
2 ar 15,0 12,5 18,8 46,3 92,5 - - + o+
% 16,22 13,51 20,27 50,00 100,0
3 ar 15,0 25,0 18,8 46,3 105,0 - - ++ 4t
% 14,29 23,81 17,86 44,05 100,0
4 ar 15,0 12,5 18,8 138,9 185,2 - - + +
% 8,10 6,75 10,15 75,00 100,0

ESP = Espesante; GEL = Gelificante; EST = Estabilidad en agua,;
CH = Cohesidn (Fragil-Flexible-Elastico)
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Distintos porcentajes de gelatina y harina de cangr  ejo

La forma de elaboracion fue similar al apartado anterior. En este caso la gelatina
permiti6 aglomerar la harina de cangrejo hasta en un 25 % del total de la mezcla
generando una elevada cohesidon (pienso elastico que no se disgrega) y una
estabilidad apropiada en agua (Tabla 3).

Tabla 3. Composicion de piensos elaborados con distintos porcentajes de gelatina
y harina de cangrejo.
Harina de cangrejo + Gelatinas

N° Gelatina Agua Azucar H.cangrejo Total ESP GEL EST CH

1 gr 30,0 25,0 37,5 10,3 102,8 - - ++ A+t
% 29,19 24,32 36,49 10,00 100,0

2 gr 30,0 25,0 37,5 30,8 123,3 - - ++ A+t
% 24,32 20,27 30,41 25,00 100,0

ESP = Espesante; GEL = Gelificante; EST = Estabilidad en agua;
CH = Cohesién (Fragil-Flexible-Elastico)

Distintos porcentajes de gelatina y harina de trigo

La forma de elaboracion fue similar al apartado anterior, pero eliminando el azicar
en la composicion de la mezcla. En este caso la gelatina permitié aglomerar la
harina de trigo a un porcentaje 6ptimo del 25 % del total de la mezcla generando
una elevada cohesién (pienso elastico que no se disgrega, de textura gomosa) y
una estabilidad apropiada en agua (Tabla 4). Al aumentar el porcentaje de harina
al 37,5 % se obtiene una mezcla homogénea pero menos cohesionada que se
agrieta con mas facilidad y se reseca rapidamente. Con un 50 % de harina la
mezcla es imposible de amasar.

Tabla 4. Composicion de piensos elaborados con distintos porcentajes de gelatina
y harina de cangrejo.
Harina de trigo + Gelatinas

N° Gelatina Agua Azucar H. trigo Total ESP GEL EST CH

1 gr 50,0 100,0 0,0 50,0 200,0 - - ++ 4+
% 25,00 50,00 0,00 25,00 100,0

2 ar 25,0 100,0 0,0 75,0 200,0 - - ++ o+
% 12,50 50,00 0,00 37,50 100,0

3 gr 50,0 50,0 0,0 100,0 200,0 - - + +
% 25,00 25,00 0,00 50,00 100,0

ESP = Espesante; GEL = Gelificante; EST = Estabilidad en agua,;
CH = Cohesién (Fragil-Flexible-Elastico)
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Aceptabilidad de distintos ingredientes para la for mulacioén de piensos para
el pulpo comuan ( O. vulgaris ).

Resumen

Se ha estudiado la aceptabilidad de 19 dietas semihiumedas diferenciadas en un
anico ingrediente con el fin de comprobar su grado de aceptabilidad. Estaban
compuestas por un ingrediente prueba (30 %), gelatina como aglomerante (20 %)
y agua (50 %), siguiendo el formato propuesto por el IMIDA durante el afio 2010.
Los mejores resultados se obtuvieron con la dieta que contenia yema de huevo en
polvo y liofilizados de pescado (Sardinella aurita o Boops boops), con tasas
absolutas de alimentacion expresadas en peso seco (TAAss) y tasas de
crecimiento absolutas (TCA) para la primera de ellas similares a las estimadas
para una dieta natural a base de boga B. boops. Las TAAss al incluir peces
liofilizados fueron similares respecto a la dieta natural de B. boops, aunque con
menores TCA. Ninguna dieta alcanzé los valores de TAAss o TCA obtenidos con
dietas naturales de cangrejo. Los peores resultados se obtuvieron con las harinas
animales o vegetales. Los resultados sugieren que la inclusion de yema de huevo
en polvo o los liofilizados de pescado en la formulacidon de dietas podrian servir
como atrayente para mejorar la aceptabilidad y el crecimiento del pulpo.
Igualmente podrian servir de agente enmascarante para ayudar a la ingesta de
otros ingredientes de pobre aceptabilidad pero apropiada composicion nutritiva.

Justificacion

Para el pulpo de roca, los piensos artificiales hiumedos o semi-himedos basados
en el uso de alginatos o gelatinas como aglomerantes han sido consumidos en
cantidades similares o incluso superiores que cuando se suministran dietas
naturales como pescado o calamar, no obstante, siguen siendo inferiores a las
tasas de ingesta observadas con crustaceos. En cuanto al crecimiento obtenido,
los resultados son dispares segun el tipo de aglomerante, la materia prima,
ingredientes utilizados o especie considerada. Por lo tanto, uno de los pasos clave
para lograr crecimientos 6ptimos en el pulpo es conocer que ingredientes son
mejor aceptados por el pulpo, para poder usarlos como atrayentes y mejorar la
textura y palatabilidad de las dietas artificiales. Con este estudio se pretende
conocer la aceptabilidad de O. vulgaris a dietas artificiales semi-humedas
diferenciadas exclusivamente en un ingrediente a probar (harina o ingrediente en
polvo o liofilizado), aglomerado con gelatina por su mejor digestibilidad respecto al
alginato.

Material y Métodos

Los ejemplares de O. vulgaris se capturaron en el Mar Mediterraneo (Murcia, S.E.
Espafa) y se trasladaron individualmente a tanques circulares de 216 | en el
laboratorio. Los animales se aclimataron durante 2 semanas, y se alimentaron con
boga (B. boops) y cangrejo (C. mediterranus) en dias alternativos. Se mantuvieron
en un sistema de recirculacion de agua con control de la temperatura (18,2 + 1,1°
C) y sistemas de filtracion mecanica y biologica. Se prepararon 19 dietas
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formuladas con un ingrediente a testar (30 %; Tabla 1), gelatina como
aglomerante (20 %), y agua (50%). Los ingredientes de la dieta se mezclaron al
Bafio Maria a 45° C y se dejaron enfriar a 4° C. Se utilizaron grupos
experimentales de entre 6 y 8 individuos macho. A cada grupo (887, £ 274,2) se le
suministro una dieta distinta entre 3 dias - caso de no ser aceptada desde el
inicio- y 15 dias. Los pulpos eran alimentados de 09:00 -13:00 h. El alimento no
ingerido fue pesado diariamente y multiplicado por un factor de correccién para
descontar el agua absorbida o la disgregacion del pienso subsanando los cambios
de peso. Se calcul6: TAAss (g/dia) = (ACss/dias), TCA (g/dia)= (IP/dias) e IEA
(%)= (IP/AC)*100, donde ACss y AC son el alimento consumido en peso seco y
hamedo respectivamente, e IP el incremento de peso en g.

Tabla 1. Ingredientes usados en la elaboracion de dietas para O. vulgaris.

Ingredientes

Compaiiia

Harinas Vegetales

Arroz
Avena

Garbanzo

Garrofin
Gluten

Maiz

Soja
Trigo
Harinas Animales

Cangrejo

Pescado
Liofilizados

Alacha
Boga Salvaje

Boga Cultivo
Guisante
Mejillon
Sangre
Atomizados

Clara de huevo
Huevo Entero

Yema Huevo
Aglomerante

Gelatina

Arroceria Pons S.A., Massanassa, Valencia, Espafa

Agricultura de Conreu Ecolégic, Maresme, Barcelona, Espafia
Panaderia Rincon del Segura S.L., Elche de la Sierra, Albacete,
Espafia

Pienso y Cereales Desco S.L., Valencia, Espafia

Pienso y Cereales Desco S.L., Valencia, Espafia

Harina de maiz blanco precocinado, proporcionada por Alimentos
Polar Colombia S.A. Colombia.

COCERVA, Naqguera, Valencia, Spain.

Marinera del Mar S.L., Almenara, Castellén, Espafa.

Polybius henslowii, procedente de pesquerias artesanales, Galicia,
Espafia
Skretting, Modubar de la Emparedada, Burgos, Espafia

Sardinella aurita, procedente de la pesca artesanal, Santa Pola,
Alicante, Espafia

Boops boops, procedente de la pesca artesanal, Santa Pola,
Alicante, Espafia

Boops boops, procedente del descarte de la acuicultura. Santa Pola,
Alicante, Espafia

Ultracongelados Virto S.A, Azagra Navarra, Espafa.

Mytilus sp, procedente de la pesca artesanal, Galicia, Espafia.
Sangre de pollo congelada y liofilizada. Hijos de Pujante S.A,,
Beniel, Murcia

Clara de huevo atomizada, Avicola San Isidro S.L. Los Belones,
Cartagena, Murcia, Espafia.
Huevo entero atomizada,
Cartagena, Murcia, Espafia.
Yema de huevo atomizada, Avicola San Isidro S.L. Los Belones,
Cartagena, Murcia, Espafia.

Avicola San Isidro S.L. Los Belones,

Gelatina granulada Bloom 220, Productos Sur, S. A., San Ginés,
Murcia, Espafa.
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Resultados y Discusion

Todas las dietas tuvieron una textura firme antes y después de introducirlas en el
agua, sin evidencias de desintegracion al ser manipuladas por los pulpos. Esto
demuestra la estabilidad de las dietas que contienen gelatina como aglomerante
haciéndolas mas aceptables para los pulpos. La composicién nutricional de las
dietas se presenta en la Tabla 2. La supervivencia fue del 100% en todos los
experimentos. En la Tabla 3 se comparan los datos obtenidos de las diferentes
dietas testadas en este estudio con los valores estimados para dietas naturales de
B. boops y C. mediterranus bajo condiciones similares de experimentacion
(Aguado y Garcia-Garcia, 2002). El grado de aceptacion de la dietas con
liofilizados de pescado y yema de hueva fueron muy similares a las estimados con
alimentacién de B. boops, aunque las dietas a base de C. mediterranus duplicaron
los valores de dichas dietas. En general, las TCA de las dietas testadas fueron
bajas comparadas con las estimadas para dietas naturales, a excepcién de
cuando se usaron los liofilizados de boga de descarte (5,1 + 2,6 g/dia), boga
salvaje (5,0 £ 3,9 g/dia) y yema de huevo (8,89 g/dia). Estos resultados podrian
servir de herramienta para mejorar la composicién de los piensos al suministrar
otros nutrientes adecuados para la alimentacion del pulpo.

J
.

4

A \.. ““‘:’..‘l‘ B

Figura 1(A-B ). Suministro del pienso a los pulpos (A) y pienso experimental
después de ser manipulado por los pulpos (B).
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Tabla 2. Composicibn en macronutrientes (% peso seco) de las dietas
suministradas.
Dietas Humedad Cenizas Proteinas Lipidos MELN
H. Arroz 51,32+2,99 1,00+0,03 43,42+0,47 0,45+0,11 55,13+0,48
H. Avena 55,67 +0,65 1,30+0,06 42,28+2,57 2,26+0,64 54,15+2,79
H. Garbanzo 53,46 £+0,05 2,57+0,13 49,75+0,92 1,52+0,14 46,17 +1,11
H. Garrofin 51,30+2,04 4,60+0,17 62,03+1,60 0,49+0,08 32,89 +1,62
H. Gluten 52,22 +2,06 0,86+0,04 79,70+0,81 0,39+0,06 19,05+0,83
H. Maiz 51,28+1,45 0,77 £0,06 42,28+0,48 0,40+0,11 56,56 £ 0,54
H. Soja 53,58 +1,28 4,01+0,14 61,12+2,38 2,76 £+0,43 32,07 +2,13
H. Trigo 51,81+1,62 0,89+0,06 40,20+0,63 0,25+0,16 57,18 +2,74
H. Cangrejo 51,73+0,85 12,61 +0,40 54,91 +0,08 4,20+0,52 28,24 £0,45
H. Pescado 56,40 +2,70 12,11 +1,52 84,02+1,30 4,20+0,37 0,00+0,00
L. Alacha 48,93 +1,76 561+0,61 73,32+2,06 8,82+0,24 14,96 +2,35
L. Boga Salvaje  49,93+0,78 4,54+0,62 79,12+1,11 4,22+0,32 12,13+0,90
L. Boga Cultivada 51,37 +0,88 2,40 +0,20 59,80 +2,24 27,33 +1,09 10,48 +2,04
L. Guisante 53,94+198 2,44+0,02 51,57+0,40 0,86+0,09 46,97 £3,21
L. Mejillon 51,47+1,75 6,93+0,26 70,08+3,26 1,15+0,18 21,84 +2,84
L. Sangre 49,35+1,06 4,09+0,07 94,47 +0,46 0,38+0,12 1,06+0,61
P. Clara Huevo 50,20+1,47 2,74+0,08 83,60+1,09 0,63+0,08 13,03+1,14
P. Huevo Entero 51,82+0,93 2,91+0,07 64,49+0,71 21,48+0,71 11,12 +0,96
P.YemaHuevo 51,79+147 293+0,06 63,14+1,73 26,81+1,04 7,32+1,27
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Tabla 3. Tasa de Alimentacién Absoluta en sustancia seca (TAAss), Tasa de
Crecimiento diaria (TCA) e indice de Eficacia Alimentaria (IEA).Valor medio + D.E.
de las dietas testadas (Ingrediente) y Estimacién + E.E. de las dietas naturales de
boga (B. boops) y cangrejo (C) en condiciones experimentales similares.

Ingrediente N Dias| Ingrediente  Boga  Cangrejo | Ingrediente  Boga  Cangrejo Ingrediente
Arroz 79 15:14 58z14 1l4:14 47:41  87:14 167:14 <0,00
Avena 14 4 12:06 4614 91:14 2644 8lz14 159:14 <0,00
Cangrejo 6 4 32:10 53+14 105:£14 |  -127:971 80:14 157:14 <0,00
Q Garbanzo 8 14| 21:07 57:14 113+14 33:27  91:14 172:14 <0,00
Z Garrofin 8 10 1003 60zx14 11714 -04:29  92:14 174:14 <0,00
g Gluten 7 151 3107 64214 125+14 3915 92:14 174:14 | 568522075
Maiz g8 9 1614 73214 144:14 8137 101:14 185:14 <0,00
Pescado 6 3 1614 57214 112:14 214:67 89:14 170:14 <0,00
Soja 7 4 1601 57z14 112:14 7038  89:14 169:14 <0,00
Tngo 8 3 2007 44:14 87:14 0732  76+14 152+14 | 302:+11060
” Alacha 6 O 8009 65:14 127:14 3925  9ls:14 17114 | 2330:1516
8 BogaCultivo 5 15 | 46+12 54+14 106+14 5039  87:14 l66:14 | 444423092
§ BogaSalvaje 6 14 | 54:10 69:14 136+14  51:26  99:14 182:14 | 4738:1662
E Guisante 7 14| 35:07 6214 121+14 1916  94:14 17614 | 2422:1900
8 Mejillén 8 4 18:06 75z14 147:14 81:69 102:14 186:14 <0,00
Sangre 7 7 53:11  65:14 128:14 24:26  93:14 174:14 | 2455:2797
0  Clara Huevo R 2616  68+14 134:14 40+77 98214 181z14 <0,00
% EnteroHuevo 8 15 1913 5714 11114 2259 87:14 167+14 <0,00
A  YemaHuevo 6 15| 60:17 72+14 141+14 809:47 10£14 184:+14 | 65772048
Bibliografia

Aguado Giménez F. y Garcia Garcia B. 2002. Growth and food intake models in
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0.- INTRODUCCION

Tal como prevé la Clausula Segunda del Contrato, se presenta el informe de
ejecucion del proyecto, conteniendo el plan de trabajo, los trabajos realizados y los
resultados obtenidos desde Julio de 2011 hasta Noviembre de 2013, ademés de otra
informacion relevante para el seguimiento del proyecto, como personal participante,

gastos, reprogramaciones, etc.

Con motivo de la reduccién del Presupuesto del Proyecto, aprobada en la
reuniéon de APROMAR de Mayo de 2012 (65%), se han modificado las actividades
presentes en el proyecto original, reduciendo las pruebas de Biomarcadores de estrés, y
eliminando las de Digestibilidad “in vitro” durante el 2012.



1.- PERSONAL PARTICIPANTE

Universidad Politécnica de Valencia

+ Miguel Jover Cerda — Catedratico de Universidad
Doctor Ingeniero Agronomo

+ Ana Tomas Vidal — Profesora Titular de Universidad
Doctor Ingeniero Agronomo

+ Silvia Martinez Llorens - Profesora Titular de Universidad
Doctora en Ciencias Ambientales

+ Andrés Moiiino Lopez — Técnico de Laboratorio
Ingeniero T. Agricola

+ Pablo Querol — Becario a cargo de proyecto
Ingeniero T. Agricola — Méaster en Acuicultura

+ Rosa Baeza Arifio
Ingeniero T. Agricola — Méaster en Acuicultura

Instituto de Acuicultura de Torre de la Sal (CSIC)

+ Juan Carlos Navarro Téarrega — Investigador Cientifico
Doctor en Biologia

+ Francisco Amat Doménech — Profesor de Investigacion
Doctor en Biologia

+ Francisco Hontoria Danés — Cientifico Titular
Doctor en Biologia

+ Inmaculada Varo6 Vaello — Cientifico Titular
Doctor en Biologia

+ Oscar Monroig Marza — Doctor Contratado. Programa Juan de la Cierva

+ Diana Guinot Redondo — Becaria-contratada CSIC-Bancaja
Licenciada en Ciencias del Mar y Ambientales



2.- GASTOS
Ano 1

CONCEPTO GASTO COSTE (€)
Reactivos de analisis cultivo de Artemia 6000
Reactivos de analisis ingredientes y piensos 2333
Material desinfeccion acuarios, tanques y sistema 438
Agua de Mar 944
Foro Recursos Mariios Rias Baixas 550
Ingredientes piensos 1000
Muestreos IRTA 250
Muestreos IMIDA 750
TOTAL 12265
Afo 2
CONCEPTO GASTO COSTE (£)
Personal 20.039,0
Viajes muestreos y reuniones 1.619,6
Material Fungible 3.682,4
Reparaciones equipos 10.751,9
Mensajeria 220,5
Gastos IATS-CSIC 18.203,0
TOTAL 54.516.4

3.- PLAN DE TRABAJO

El cronograma del plan de trabajo para la realizacion del proyecto es el

siguiente:




Actividad Invest. Respon. 2011 2012 2013

Trimestre Trimestre Trimestre
3 4 2 3 1 2

1.-Subproyecto J.C. Navarro

Paralarvas

1.1. Enriquecimiento F. Hontoria X X X X

Artemia

1.2. Bio-marcadores l. Var6

estres

1.3. Anélisis bioquimico |J.C. Navarro X X X X X X

2.- Subproyecto Sub- M. Jover

adultos

2.1. Optimizacion piensos | A. Tomas X X X X X X

extrusionados

2.2. Digestibilidad “in S. Martinez

Vvitro”




4.- TRABAJOS REALIZADOS

SUB-PROYECTO 1: PARALARVAS

— Estandarizacién de un sistema de cultivo de metanauplios de Artemia de 5 dias
para su posterior enriquecimiento. Cambios estructurales de las clases de lipidos
tras el enriquecimiento.

— Enriquecimiento de metanauplios de Artemia en fosfolipidos y acidos grasos
esenciales como dieta de paralarvas de pulpo comun (O. vulgaris)

— Puesta a punto de biomarcadores bioquimicos y de estrés de paralarvas de

pulpos: RNA/DNA, proteinas de estrés (hsp)

SUB-PROYECTO 2: SUBADULTOS

- Efecto del uso de saborizantes marinos en la aceptabilidad y crecimiento del
pulpo.

- Prueba de Aceptacion en Sistema de recirculacion.

- Efecto del uso de harina de calamar en la aceptabilidad y crecimiento del pulpo.

- Disminucion de aglutinantes y atrayentes en las dieta con harina de calamar para

conseguir mayores crecimientos.

5.- RESULTADOS Y OBTENIDOS

5.1. Estandarizacion de un sistema de cultivo de metanaplios de

Artemia de 5 dias para su posterior enriguecimiento. Cambios

estructurales de las clases de lipidos tras el enriguecimiento.

De los experimentos realizados en la primera anualidad del proyecto, se desprende
que es posible enriquecer metanauplios de Artemia en acidos grasos altamente
insaturados (HUFA) y en fosfolipidos, de modo sincrénico. A partir de aqui, los
estudios se han encaminado a estudiar la forma molecular en la que los HUFA se

concentran en los nauplios tras un enriquecimiento en fosfolipidos ricos en estos

6



compuestos. De entre los HUFA, se ha prestado énfasis especial en el destino del acido
docosahexaenoico (22:6n-3, DHA). Los resultados apuntan a que los metanauplios
convierten activamente los acidos grasos de los fosfolipidos, con un traslado preferente
del DHA desde dichos fosfolipidos, a los triglicéridos.

El planteamiento experimental se basé en el enriquecimiento de metanauplios de

Artemia de 5 dias de edad, durante 4 horas, con los siguientes tratamientos:

e Tratamiento 1: mezcla de lecitina de soja y Easy DHA Selco (producto
comercial) (SL+SS)

e Tratamiento 2: dispersion del producto LC60 constituido por fosfolipidos

de krill ricos en acidos grasos poliinsaturados de cadena larga,
especialmente DHA.

Al final del periodo de enriquecimiento, los metanauplios enriquecidos fueron
recolectados, lavados y almacenados a -80 °C hasta que se analizaron. La analitica
consistio en extracciones de lipidos totales que se fraccionaron en polares, y neutros,
dividiéndose a su vez éstos en triglicéridos por un lado, y en monoglicéridos,
diglicéridos y acidos grasos libres, por otro. De cada fraccidn se analizaron los perfiles
de &cidos grasos. Algunos de los resultados de los perfiles de acidos grasos de los
productos enriquecedores y de los de los metanauplios enriquecidos, se recogen en las
tablas 1, 2y 3.

Los patrones de acidos grasos resultantes se integraron en modelos quimiométricos
(Analisis de Componentes Principales), que junto con los datos presentados en las

mencionadas tablas, permitieron concluir lo siguiente:

Se obtuvo claramente una distribucién diferencial de patrones de acidos grasos
correspondientes a los lipidos totales, neutros y polares respectivamente. Los lipidos
polares se asociaban a los siguientes acidos grasos: 18:0, 18:4n-3, 18:3n-3, 20:0, 20:3n-
3 y 22:0, presentaban baja dispersion y eran remarcablemente similares entre
tratamientos. Los perfiles de los lipidos neutros se correspondian con las siguientes
variables: DHA, 16:1n-7, 18:2n-6, 20:4n-3 y 22:1n-11. Ademas, estos patrones estaban
menos agregados, reflejando el efecto del enriquecimiento, frente a los perfiles
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estructurales propios de la composicion corporal metanaupliar. Los patrones de los
acidos grasos totales mostraban una distribucion intermedia reflejando el efecto de los
polares y neutros de la dieta.

Los metanauplios de Artemia, convierten activamente los acidos grasos de los
lipidos polares de las dietas enriquecedoras traslocandolos en los triglicéridos, siendo
este proceso mucho mas patente para el DHA, que es el acido graso poliinsaturado de
cadena larga esencial por excelencia. La asimilacion y metabolismo de los acidos grasos
de los enriquecedores por parte de los metanauplios supone pues un notable
inconveniente en el intento de vehicular acidos grasos esenciales en los fosfolipidos de
las presas vivas, por lo que se requieren mas estudios tendentes a dilucidar las causas de
las conversiones aqui expuestas si se desea optimizar los protocolos enriquecedores

correspondientes.

Tabla 1. Acidos grasos (en porcentaje del total de los 4cidos grasos) de los lipidos totales,
polares y neutros de los productos (Marine Lecithin LC60 y Lecitina de Soja) utilizados en las

dietas enriquecedoras

Marine Lecithin LC60 Lecitina de soja
Lipidos totales Lipidos Lipidos Lipidos Lipidos Lipidos
polares neutros totales polares neutros
14:0 15 1.4 3.3 0.1 0.1 0.6
15:0 0.6 0.6 0.8 0.1 0.1 0.4
16:0 31.2 33.0 20.1 21.7 22.8 15.9
16:1n-7 0.5 0.1 2.5 0.1 0.1 ND
16:2 0.9 0.9 1.9 0.1 0.2 2.0
18:0 4.1 4.0 6.4 3.7 3.8 5.8
18:1 2.1 3.7 24.3 15.2 15.6 28.4
18:2n-6 0.5 0.2 4.1 52.0 51.5 31.6
18:3n-3 ND 0.1 3.1 4.1 4.1 29
18:4n-3 0.1 0.1 1.1 ND 0.0 ND
20:0 ND 0.1 ND 0.1 0.2 0.5
20:1n-9 4.9 4.4 4.4 ND 0.1 ND
20:4n-6 1.8 1.8 0.7 ND ND ND
20:5n-3 13.7 131 6.1 ND 0.0 ND
220 ND 0.5 ND 0.4 0.4 ND
22:1n-11 0.7 0.8 0.6 ND ND ND
22:6n-3 33.0 26.5 7.8 ND 0.0 ND

N.D.: no detectados



Tabla 2. Acidos grasos (en porcentaje del total de los 4cidos grasos) de los lipidos totales,

polares (PL)y neutros (NL) de los metanauplios de Artemia enriquecidos con el

Tratamiento 1. NL incluye dos fracciones, una corresponde a los triglicéridos (TAG), y la

segunda a la combinacion de monoglicéridos (MAG), diglicéridos (DAG) y acidos grasos
libres (FFA). Los datos son medias + SD (n=3).

SL +SS
Lipidos totales PL NL
TAG MAG, DAG y FFA

14:0 09+0.0 0.4+0.0 1.0x+0.2 0.8+0.1
15:0 0.4+0.0 0.3+0.0 0.4+0.0 12+15
16:0 14.2+£0.2 129+0.4 13.6 £ 0.90 11.0+£0.7
16:1n-7 36+0.1 25+0.5 4402 53+x14
16:2 0.6+0.0 1.1+00 1.0x0.1 1.4+0.8
16:3 05+0.0 0.3+0.0 05+0.0 ND

18:0 72x0.1 10.1+£0.1 51+04 3.3+x0.3
18:1 26.2+0.5 30.1+0.6 20.4 0.7 25410
18:2n-6 9.1+0.9 6.8+0.4 10911 141+£1.6
18:3n-3 11.2+0.5 16.3+£0.3 7.1+x10 99+0.5
18:4n-3 2201 3.0x0.1 1.0+0.8 1.7x0.1
20:0 0.2+0.0 0.2+0.0 2401 14+0.2
20:1n-9 1.8+0.0 1.3£0.0 ND ND
20:4n-6 15+0.1 1.7x0.0 14+0.1 19+0.1
20:3n-3 0.4+0.0 0.7+0.0 0.2+0.0 ND
20:4n-3 0.4+0.0 0.2+0.0 05+0.0 05+0.1
20:5n-3 76+0.3 79+0.2 7.1+x04 9.7+0.8
22:0 0.4+0.0 0.8+0.1 1.0+0.8 ND
22:1n-11 05+0.0 0.1+0.1 0.2+0.0 04+0.1
22:5n-3 05+0.0 0.1+0.0 1.0+ 01 0.7+0.1
22:6n-3 58+0.3 0.8+0.1 10.4+£0.7 12.7+£1.2

N.D.: no detectados



Tabla 3. Acidos grasos (en porcentaje del total de los &cidos grasos) de los lipidos totales,

polares (PL)y neutros (NL) de los metanauplios de Artemia enriquecidos con el

Tratamiento 2. NL incluye dos fracciones, una corresponde a los triglicéridos (TAG), y la

segunda a la combinacion de monoglicéridos (MAG), diglicéridos (DAG) y acidos grasos
libres (FFA). Los datos son medias + SD (n=3).

Lipidos totales PL NL
TAG MAG, DAG y FFA

14:0 0.7+0.0 0.4+0.0 0.7+0.1 0.7+0.2
15:0 0.4+0.0 0.3+0.0 0.4+0.0 35+0.6
16:0 194+04 15.6 £ 0.5 20.6+1.8 16.3+2.8
16:1n-7 09+0.1 11+0.1 1.2+0.2 ND

16:2 0.4+0.0 1.1+00 1.2+0.6 1.7x0.1
16:3 0.2+0.0 0.2+0.0 0.2+0.0 ND

18:0 76+0.1 10.3+£0.7 6.1+3.0 4810
18:1 17.8+0.1 259=+19 10.2+£1.0 12.3+3.8
18:2n-6 28+0.1 43+0.2 15+03 28+0.6
18:3n-3 11.2+0.5 16.5+0.5 6.6+15 9.1+1.3
18:4n-3 20x0.1 3.0+0.2 11+0.2 1.3+0.2
20:0 0.2+0.0 0.2+0.0 39+x04 2101
20:1n-9 24+0.0 15+0.1 ND ND
20:4n-6 1.8+0.1 1.8+0.1 1.8+0.3 2401
20:3n-3 0.4+0.0 06+0.1 0.2+0.0 ND
20:4n-3 0.2+0.0 0.2+0.0 0.2+0.0 ND
20:5n-3 126 £ 0.4 10.2£0.7 14.7+2.8 18.3+1.8
22:0 0.4+0.0 0.8+0.2 ND ND
22:1n-11 02+0.1 04+0.1 0.1+0.0 ND
22:5n-3 0.2+0.0 0.0+0.0 0.3+0.10 ND
22:6n-3 13.1+£0.3 19+0.1 222+46 26.0+23

N.D.: no detectados
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Se continla trabajando en la puesta a punto de biomarcadores bioquimicos y de
estrés de para-larvas de pulpos: RNA/DNA, proteinas de estrés (HSP).

En la Fig. 1 se muestra una imagen correspondiente a un analisis de proteinas

HSP70 en paralarvas de cultivo. Analiticamente, la puesta a punto de estas
metodologias supone un reto que esta dando los primeros frutos.

Figura 1: Inmunodeteccion de HSP70 en paralarvas de pulpo alimentadas con diferentes
dietas, a lo largo del cultivo. 1= patrén hsp70; 2 y 5=ayuno; 0 dias, 3= zoea, 5 dias;

4=Artemia,5 dias; 6= ayuno, 5 dias; 7=zoea, 16 dias; 8=Artemia,30 dias, 9= zoea, 30 dias

5.2. Enriqguecimiento de metanauplios de Artemia en fosfolipidos v acidos

grasos esenciales como dieta de paralarvas de pulpo comun (O. vulgaris)

Introduccién

El pulpo comun (Octopus vulgaris) es un excelente candidato para diversificar las
especies de la acuicultura mediterrdnea. Sin embargo, su cultivo esta limitado por las
altas mortalidades que se dan durante la fase paralarvaria. Diversos estudios
nutricionales han destacado que algunos componentes de la dieta tienen gran
importancia en la prevencion de estas mortalidades. Los fosfolipidos (PL) y algunos
acidos grasos poliinsaturados (PUFASs), como el docosahexaenoico (22:6n-3, DHA) y el
eicosapentaenoico (20:5n-3, EPA), que se consideran nutrientes esenciales para
paralarvas de pulpo, no se encuentran en cantidades suficientes en la composicion de los
nauplios y metanauplios de Artemia, la presa viva que se utilizan normalmente. Pese a
que se usan protocolos de enriquecimiento para aumentar el contenido de PL y PUFA

en nauplios de Artemia, se desconocen las condiciones especificas para enriquecer sus
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fases mas avanzadas (metanauplios), que son de un tamafio mas adecuado para las

paralarvas de pulpo.

Resultados

Se consigui6 incrementar la fraccion de PL de los metanauplios de Artemia en sélo
2 h, de enriguecimiento, utilizando liposomas de lecitina de soja, pero ello iba en
detrimento del aporte de PUFAs, en comparacién con los metanauplios enriquecidos
con emulsion comercial. Estos resultados indicaron que era necesario un
enriquecimiento simultaneo con liposomas y emulsion comercial para vehicular ambos
nutrientes (PL y PUFAS). En pruebas posteriores, se consiguié aumentar el contenido de
PL y PUFAs esenciales simultaneamente en los metanauplios de Artemia, combinando
emulsiones con PUFAs y liposomas. No se observaron mejoras en el contenido de
PUFAs al administrar los productos de enriquecimiento por separado, por lo que se
establecié una estrategia de enriquecimiento simultaneo simple y barata. Finalmente,
mediante el enriquecimiento con fosfolipidos de krill ricos en PUFAs, y especialmente
DHA, se puso a punto un protocolo de enriquecimiento todavia mas directo para
obtener nauplios y metanauplios de Artemia més ricos en PL y PUFA:s.

Establecido dicho protocolo, se procedi6 a estudiar los cambios estructurales de las
clases de lipidos tras el enriquecimiento, haciendo un seguimiento de la forma
molecular en la que los PUFAs (especialmente el DHA) se concentran en la Artemia
tras un enriquecimiento en fosfolipidos ricos en estos compuestos. Los resultados
obtenidos muestran que los nauplios y metanuplios convierten activamente los &cidos
grasos de los fosfolipidos, trasladandolos a los triglicéridos. Esta translocacion en los
triglicéridos, es mucho mas patente para el DHA, que es el acido graso poliinsaturado
de cadena larga esencial por excelencia. La asimilacién y metabolismo de los &cidos
grasos de los enriquecedores por parte de los nauplios y metanauplios supone pues un
notable inconveniente en el intento de vehicular acidos grasos esenciales en los
fosfolipidos de las presas vivas, por lo que se requieren mas estudios tendentes a
dilucidar las causas de las conversiones aqui expuestas si se desea optimizar

definitivamente los protocolos enriquecedores correspondientes.

5.3. Puesta a punto de biomarcadores bioguimicos y de estrés de

paralarvas de pulpos: RNA/DNA, proteinas de estrés (hsp)
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Introduccién
Las causas de las masivas mortalidades de las paralarvas de pulpo durante los
primeros 30 dias de vida, son ain desconocidas, y representan un obstaculo ain

insalvable para el cultivo comercial de la especie.

Objetivo

Investigar las causas de las mortalidades masivas mediante la seleccion y puesta
a punto de biomarcadores de estrés basados la determinacion del contenido de &cidos
nucleicos (RNA/DNA) y de los niveles de las proteinas de estrés Hsp70, de paralarvas

procedentes de experimentos de alimentacion y nutricién.

Resultados

Se pusieron a punto las metodologias para la determinacion de los
biomarcadores mencionados. Se observd una bajada de la relacion RNA/DNA de las
paralarvas sometidas a ayuno. Los tratamientos dietarios ensayados no produjeron
cambios en dicha relacion. Las proteinas de estrés Hsp70 también fueron inferiores en
los animales en ayuno. Se pudo establecer alguna asociacién entre los niveles de estas
proteinas, y los tratamientos dietarios presumiblemente 6ptimos, y ademas se pudieron
correlacionar con mortalidad y crecimiento. Mas alld de estos resultados iniciales, el
verdadero valor del trabajo realizado estriba en la puesta a punto de estas metodologias
que pueden suponer una herramienta muy valiosa para el analisis de experimentos

zootécnicos.

Conclusiones

Los resultados parecen apuntar a que la ratio RNA/DNA puede ser un buen
indicador de ayuno, mientras que los niveles de Hsp70 pueden ser un buen biomarcador
del estado nutricional de las paralarvas.
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5.4.- Efecto del uso de saborizantes marinos.

Como ya se adelant6 en el primer informe presentado el afio pasado, en otofio de
2011 se realizaron varias pruebas para estudiar el efecto sobre la aceptabilidad y
consumo de alimento de diferentes atrayentes-saborizantes de origen marino en las
dietas extrusionadas ya probadas con anterioridad en Octopus vulgaris. Estas pruebas se
llevaron a cabo en las instalaciones IMIDA en San Pedro del Pinatar (prueba de
aceptacion) y en las del IRTA en San Carles de la Rapita (prueba de engorde). Uno de
los objetivos de la adicidn de estos saborizantes era la disminucion de la huevina en los
piensos para pulpo, y la posible sustitucion de ésta por materias primas de amplio uso

en acuicultura que mejoraran el crecimiento del pulpo con piensos extrusionados.
5.4.1. Primer ensayo

Instalaciones San Pedro del Pinatar (IMIDA)

Antes de comenzar la prueba se realizd6 un muestreo de control, donde los pulpos
fueron pesados individualmente dos veces, para asegurar un peso mas real de cada

animal. El peso medio estuvo entre 500 y 600 g.

La prueba se llevo a cabo en las instalaciones de San Pedro del Pinatar (Murcia) y
comenzd con 10 pulpos (5 pulpos para cada tratamiento) alojados en 10 tanques de fibra
de vidrio de 93 litros de volumen, con un caudal de renovacién constante para asegurar
una tasa de saturacion de oxigeno del 99%. El aporte de agua era directo del mar,
aungue se podia regular la temperatura mediante una bomba de calor, con un valor
medio de 18,4°C.
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Figura 3. Muestreo y pesaje

Se fabricaron 4 piensos experimentales extrusionados, en los que se redujo la
cantidad de huevina y maltodextrina, incrementando la harina de pescado y de krill
(Tabla 4) con respecto a pruebas anteriores, para estudiar la aceptabilidad y el
crecimiento, en dos de ellas suplementadas con un saborizante marino (H20  y H10 B,
con esencia de marisco) para paliar el efecto de la disminucion de la huevina y dos sin
este atractante (H20 y H10). El saborizante estaba constituido por la esencia marina
liquida, fijada con una base de levadura. Las dietas bajo estudio, fueron realizadas en la
fabrica de piensos de la Universidad Politécnica de Valencia, usando un extruder semi
industrial Clextral BC45, bajo condiciones de 100°C y 50 ATM. Los pellets tuvieron un
didmetro de 1cm y una longitud de entre 4-5 cm.
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Tabla 4. Composicion de las dietas experimentales (%) en prueba IMIDA

GELATINA  MALTODEX HUEVINA HARINA KRILL SABORIZANTES
PESCADO
H20 B 19,4 9,7 19,4 38,8 9,7 3
H10 B 19,4 9,7 9,7 43,7 14,5 3
H20 20 10 20 40 10 0
H10 20 10 10 45 15 0

La alimentacion se realiz6 en una sola toma a las 9 de la mafiana, y se retiraron los

restos del alimento no ingerido a las 4 horas (13.00 h). Los restos se pesaron y anotaron,

para luego calcular la ingesta real de los pulpos aplicAndoles un factor de correccion a

los datos que contemplara la pérdida por disgregacion en agua y la ganancia de

humedad.

Figura 4. Dietas experimentales

Una vez concluidas dos semanas de ensayo con las dietas con atrayentes, se dejé a

los animales descansar 1 mes, dandoles de nuevo alimento natural fresco con el fin de

que cualquier efecto sobre el comportamiento del animal debido a las dietas, no

influenciara la otra prueba. Pasado este tiempo, se les suministré el mismo pienso pero

sin atrayentes.

Resultados

Durante la fase con atrayentes, se observé una marcada diferencia en el

comportamiento de ambos grupos, viendo que aunque, el grupo del pienso H20,

mostrara unos crecimientos muy bajos, en torno a 11 g (Fig. 5), fue claramente mejor

que el grupo alimentado con la dieta H10, donde llegaron a perder alrededor de 70 g de

peso.
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Figura 5. Evolucion del peso medio (g) en dietas con atrayentes

Sin embargo, en la prueba sin atrayentes, ambas dietas mostraron el mismo

comportamiento, y en ambas el resultado fue una pérdida de peso entorno a los 35 g

(Fig. 6).
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Figura 6. Evolucion del peso medio (dietas sin atrayentes)
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Tabla 5. Parametros de crecimiento y eficiencia nutritiva de los pulpos alimentados

con las dietas experimentales

H10 B H20 B H10 H20
r @ 653 10.6 ~40.0 736.9
9 +258 +23.1 +23.1 +258
) 0.83 2.25 2.00 4.75
TAA (g/dia) +0,75 a +0.68a +0.68a +0,75 b
7560.8 477 394.0 1481
0,
IEA (%) +188.3 +168.4 +168.4 +188.3
) ~4.65 0.76 2.86 2.63
TCA (g/dia) +1.84 +1.64 +1.64 +1.84
) 0,13 0.38 0.25 0.56
0 H
TAR (%P/dia) +0,10 a +0,10ab +0,10ab +0,10 b

Nota, Letras distintas indican diferencias estadisticas entre las medias, Test Newman-Keuls (p<0,05), IP,
incremento de peso; TAA, Tasa de alimentacidn diaria; IEA, indice de eficiencia alimentaria; TCA, Tasa de
crecimiento diario, TAR, tasa de alimentacion relativa.

Los resultados de crecimiento, aunque malos en ambas fases (IP y TCA, Tabla
5), muestran como la inclusion de saborizantes, provocd una menor ingesta (diferencia
entre H10 y H20 respecto H 10 p y H20 g, respectivamente). La dieta H20  es un buen
ejemplo, pues produjo un leve crecimiento con saborizantes, mientras que sin ellos, la
dieta H20, origind pérdidas de peso. Resulta muy sorprendente que los pulpos que
presentan una mayor ingestién tengan un menor crecimiento, aunque no se tiene
ninguna explicacion de momento.

Claramente, la disminucion de la huevina en las dietas extrusionadas ha afectado
a la ingestion (diferencias de tasas de alimentacion entre los H10 y los H20) no siendo

los atractantes probados capaces de compensar la atraccion de la huevina.

18



5.4.2 Segundo ensayo

Instalaciones San Carles de la Rapita (IRTA)

Ejemplares de pulpo de roca (Octopus vulgaris) fueron capturados con arte de
arrastre en San Carlos de la Répita y transportados trasladados a las instalaciones del
IRTA (San Carles de la Rapita), donde fueron alojados en tanques y mantenidos en

circuito abierto (T=19° C) de agua de mar.

El experimento comenzd tras un periodo de adaptacion de aproximadamente dos
semanas, periodo en el cual se les aliment6 con cangrejo y lisa. Se ensayaron tres tipos
de dietas: dos piensos extrusionados con distintos saborizantes, y una dieta control a

base de cangrejo y pescado (Tabla 6).

Las dietas siguen la base en composicion de los piensos con los que se obtuvieron
los mejores resultados en anteriores pruebas (son dietas similares a la H20 Y 3HPK del
anterior proyecto Optipulpo). Se utilizaron dos atractantes, uno con esencia de marisco
(H20m, el mismo que en el ensayo anterior) y otro con esencia de calamar (H20c).

Tabla 6. Composicion dietas experimentales (%) en prueba IRTA

GELATINA MALTODEX HUEVINA H. PESCADO KRILL  SABORIZANTE TAURINA

H20c 20 10 24 29 10 5 2

H20m 20 10 24 29 10 5 2

Una vez adaptados a la instalacién, se distribuyeron en tres tanques (uno para cada
dieta), separados cada uno de ellos en seis compartimentos, donde se alojaron 6 pulpos.
La alimentacién se realiz6 una vez al dia a las 9 de la mafiana y a las 14 horas se
recogian los restos de alimento no consumido, para poder realizarse el calculo de las
ingestas. Las tasas de alimentacion fueron de un 4% en el caso de los pulpos que
comian el alimento natural cuando este consistia en pescado, de un 10% si era cangrejo,

y entre un 1 y un 2% con las dietas secas.
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Los muestreos de peso se realizaron cada 15 dias, pesando de forma individual

cada uno de los pulpos de los tres tratamientos. Para ello, se sacaban los seis pulpos de

cada compartimento, se introducian individualmente en una malla, posteriormente se

devolvian a su tanque. La prueba tuvo una duracion de 4 semanas.

Resultados

En la Figura 7 se muestra la evolucion del

crecimiento obtenido durante la

prueba, donde l6gicamente, se observa un crecimiento mayor de los pulpos alimentados

con alimento natural (cangrejo y lisa). Mientras que las dos dietas extrusionadas

presentan un comportamiento similar.
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Figura 7. Evolucion del crecimiento de los pulpos alimentados con las dietas artificiales

enriquecidas con atractantes.

El alimento natural, proporciond aumentos de peso medios de 620g mientras que

con ambas dietas extrusionadas fueron inferiores a 100g durante estas 4 semanas (669

para H20c y 92g para H20m).
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5.5. Prueba de Aceptacién en Sistema de recirculacion.

Durante el mes de Febrero de 2012, se llevé a cabo en las instalaciones de la
granja de acuicultura de la Universidad Politécnica de Valencia, una prueba de
aceptacion de pienso extrusionado. Se compararon dos grupos, uno alimentado con
alimento natural, boga y cangrejo, y otro alimentado con una dieta seca a base de harina

de pescado vy krill.

Pruebas con piensos similares se habian llevado a cabo ya en varias ocasiones en
el anterior Proyecto Jacumar sobre alimentacion de pulpo (Optipulpo), pero con
resultados bastante malos de aceptacion y crecimiento, tanto en los pulpos alimentados
con las dietas extrusionadas como con alimento natural. La posible causa de ello era que
siempre se habian tenido diferentes especies conjuntamente en la instalacién, por lo que
esta vez se decidid realizar un vacio sanitario de la misma, llenandola con agua de mar y

Gnicamente pulpo como especie a engordar.

Esta prueba nos sirvio para divulgar la noticia de que por primera vez se habia
conseguido que los pulpos consumieran y crecieran ligeramente con un pienso

extrusionado disefiado en la Universidad politécnica de Valencia.

Radio Television Valenciana
http://www.rtvv.es/va/ciencia_i_tecnologia/lnvestigadors-Politecnica-creen-artificial-
polps 0_655734485.html

UPV Television
http://www.youtube.com/watch?v=0nvohABSUOI

Material y métodos

La prueba comenzé con 10 pulpos capturados en las costas de Cases d”Alcanar
(Tarragona) y trasladados a las instalaciones de la UPV. Todos ellos fueron alojados
individualmente en tanques de fibra de vidrio de 1700I, de los cuales solo se lleno un
tercio, dejando 2 terceras partes del tanque vacio para evitar fugas. Cada tanque
contenia un refugio en forma de tubo de PVC o nasas de arcilla.
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El sistema de tanques estaba dentro de un sistema de recirculacion cerrada, con

renovacion constante de agua asegurando una saturacion de oxigeno cercana al 98%.

Figura 8. Tanques y alojamientos de los pulpos en las instalaciones de la UPV.

Se fabricé una dieta experimental (Tabla 7) en la fabrica de piensos de la
Universidad Politécnica de Valencia, usando un extruder semi industrial Clextral BC45,
bajo condiciones de 100°C y 50 ATM, similar a la utilizada en las pruebas del proyecto

Optipulpo con las que se habian obtenido buenos resultados.

Tabla 7. Composicion dietas experimentales (%).

GELATINA MALTODEX. HUEVINA H. PESCADO KRILL TAURINA

3HPK 19,6 9,8 29,4 29,4 9,8 2

Los pellets tuvieron un diametro de 1cm y una longitud de entre 4-5 cm,

Figura 9. Detalle de la dieta artificial utilizada para la alimentacion del pulpo.
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La alimentacion se realiz6 en una sola toma a las 9 de la mafiana, acercando los
granulos con ayuda de unas pinzas (Figura 9 y 10) y se retiraron los restos del alimento

no ingerido a las 4 horas (13,00h).

Figura 10. Detalle del suministro de los pellets a los pulpos de forma diaria.

Resultados

Despues de 24 dias de ensayo, hubo que parar la prueba debido a la falta de
ingesta de los animales, ocasionada, posiblemente como ya se comento en el informe
final proyecto anterior, Optipulpo, por la incapacidad de producir esta especie en un
sistema de recirculacion, a pesar de que las condiciones del mismo fueran las 6ptimas.

Los resultados ocasionados (Fig, 11), fueron perdidas de peso constantes en los
pulpos alimentados tanto con la dieta extrusionada como con el alimento natural, por lo
que puede decir que no fue debido a una mala composicion de las dietas, ya que los
pulpos alimentados con alimento natural, en ese tiempo deberian de haber doblado su

peso, Y en este caso también sufrieron pérdidas.

23



990

070

950 \
930 \
910 — .
\ pienso
890
\ control
870

850

830

Figura 11. Evolucion de los pesos de los pulpos alimentados con ambas dietas en las

instalaciones de la UPV.

5.6. Efecto del uso de harina de calamar en la aceptabilidad v

crecimiento del pulpo

Dados los buenos resultados obtenidos con los pienso que combinaban distintas
proporciones de harina de pescado y krill, probados en las instalaciones del IRTA en
Tarragona en la Gltima prueba del OPTIPULPO, se plantea una prueba similar pero en
este caso con la inclusion de harina de calamar en lugar de harina de krill para ver si en

este caso se consiguen mayores ingestas y crecimiento,

Este cambio viene motivado, por estudios recientes, que demuestran la necesidad
que tiene el pulpo de arginina, un aminoacido muy concreto que abunda especialmente
en la carne de los cefalépodos. Su ausencia o bajos niveles del mismo en las dietas,
puede provocar una menor sintesis de proteinas en el organismo del animal, y esto

producir menores crecimientos.

Material y métodos

Ejemplares de pulpo de roca (Octopus vulgaris) fueron capturados con arte de
arrastre en las costas de Cases d”Alcanar y transportados a las instalaciones del IRTA
(San Carles de la Rapita), donde fueron alojados en tanques y mantenidos en circuito
abierto (T=19° C) de agua de mar.
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El experimento comenzd tras un periodo de adaptacion de aproximadamente

quince dias, periodo en el cual se les alimentd con cangrejo.
Se ensayaron tres tipos de dietas: dos piensos extrusionados con distintas
proporciones de harina de calamar y harina de pescado, con yema de huevo y gelatina, y

una dieta control a base de cangrejo y pescado (Tabla 8).

Tabla 8. Composicion de las dietas extrusionadas (%)

GELATINA MALTODEXTRINA HUEVINA H, PESCADO CALAMAR TAURINA
HPC 19,6 9,8 29,4 19,6 19,6 2
3HPC 19,6 9,8 29,4 29,4 9,8 2

HPC se refiere a una dieta con igual proporcion de harina de pescado (19,6%) y calamar y 3HPC tiene
tres veces de harina de pescado y una de calamar (29,4 y 9,8%)

La fabricacion de los piensos se llevd a cabo en la Universidad Politécnica de
Valencia, usando un extruder semi industrial Clextral BC45, bajo condiciones de 100°C
y 50 ATM.

Faih

xperimentales

Figura 12. Detalle de la fabricacion y de las dietas e

La composicién nutritiva de las dietas puede verse en la Tabla 9. Aunque los
datos estan expresados en materia himeda, se observa una gran diferencia en el
contenido en grasa de las dietas, que al expresarla en seco es del doble para los dos
piensos, del orden de 20% frente a 10% en la dieta control.
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Tabla 9. Composicion proximal de las dietas experimentales (expresada en
porcentaje de peso humedo)

Control HPC 3HPC
Humedad (%) 78,23 18,61 13,43
Proteina bruta (%mh) 12,46 49,52 53,38
Grasa bruta (%mbh) 2,36 16,43 18,56
Cenizas (%mh) 4,02 15,34 16,04

Una vez adaptados a la instalacion, los pulpos se distribuyeron en tres tanques
(Figura 13), separados cada uno de ellos en seis compartimentos, donde se alojaron 6
pulpos.

. I I

Figura 13. Tanques tabicados en 6 compartimentos (IRTA)

La alimentacion se realiz6 una vez al dia a las 9 de la mafiana, y a las 14 horas se
recogia de los restos de alimento no consumido, para poder realizarse el célculo de las
ingestas. Las tasas de alimentacion suministradas fueron de un 4% en el caso de los
pulpos que comian el alimento natural cuando este consistia en pescado, de un 10% si
era cangrejo, y de un 1% con las dietas secas. Los muestreos de peso se realizaron cada
14 dias, pesando de forma individual cada uno de los pulpos de los tres tratamientos.
Para ello, se sacaban los seis pulpos de cada compartimento, se introducian

individualmente en una malla y posteriormente se devolvian a su tanque.
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Figura 14. Detalle del muestreo y pesaje de los pulpos cada 15 dias.

Durante la prueba se fueron recogiendo las heces de los distintos tanques, a fin

de poder analizar la digestibilidad de las dietas, una vez terminada la prueba.

La prueba concluyo a las 4 semanas, dado el aumento de la temperatura del agua,
la cual rondaba los 24°C, ya que rondando esta temperatura, la ingesta disminuye hasta

casi ser nula.

Tras finalizar la prueba, los pulpos se trajeron a la UPV donde se analizaron todos
los pulpos en experimentacion, tres de cada tratamiento fueron analizados enteros, y los

otros tres fueron analizados separando glandula digestiva y musculo.

Resultados

Tras las 4 semanas de experimento se obtuvieron crecimientos significativos con
las dos dietas experimentales, aunque muy lejos aun de los crecimientos que se pueden
obtener con alimento natural como muestra la Figura 15 y Tabla 10. La ingestion en
materia humeda fue claramente diferente, y también en materia seca, del doble para la
dieta control (10%/d) frente a las secas (5-6%).
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Figura 15. Evolucion de los pesos de los pulpos alimentados con las dietas

experimentales
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Tabla 10. Parametros de crecimiento y eficiencia nutritiva de los pulpos alimentados

con las dietas experimentales

HPC 3HPC Control
. 123.75 1425 659,16
9 +1931a +102,75 a +104,28 b
2158 22.20 105,39
0 H H H
IPR (%) +6,59 a +16,77 a +3443b
@ 204,08 176,07 1283.15
9 +47.33 a +67,30 a +290,1 b
7.28 6,28 47.39
TAA (g/d) +1,69 a +2.40 a +10.71b
62.97 76.97 54.04
0, ’ ’ y
IEA (%) +17,80 a +4372a +15.24 a
c 1,67 1,69 2,03
+0,43 a +0,94 a +0,78 a
) 4,41 5,00 23,54
TCA (g/dia) +0,96 a +3,67a +3,72b
) 0,69 0,69 2,53
TEC (%P/dia) +0,16 a +0,42a +0,63b
) 1.10 0,82 4,53
TAR (%P/dia) +0,05a +0,15 a +0,29 b

Nota. Letras distintas indican diferencias estadisticas entre las medias, Test Newman-Keuls (p<0,05), IP,

incremento de peso; IPR, incremento de peso relativo; IT, ingesta total; TAD, Tasa de alimentacion absoluta; IEA,

indice de eficiencia alimentaria; IC, indice de conversion; TCA, Tasa de crecimiento diario, TEC, tasa especifica de

crecimiento; TAR, tasa de alimentacion relativa.
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Como se observa en la Tabla 10 los pulpos alimentados con el pienso 3HPC
obtuvieron un aumento de peso en torno a los 142,5 gramos, mientras que el HPC
obtuvo crecimientos del orden de 124 gramos, Ambas dietas muestran comportamientos
similares de crecimiento diario (0,69 %) y un crecimiento con respecto a su peso inicial
idéntico (alrededor de un 22 %), pero la dieta 3HPC lo logré ingiriendo menor cantidad
de alimento, lo que indica un mejor comportamiento en cuanto a eficiencia. Estos
crecimientos podrian compararse con la prueba de harina de pescado-krill del
Optipulpo, aunque en aquel caso los pulpos alimentados con la dieta 3HPK tuvieron un
crecimiento superior a estos pulpos (mientras que la HPK fue muy similar) pero con 15
dias més de alimentacion.

En dicha prueba las TAA de las dietas experimentales fueron muy similares a las
de esta prueba (7,85 y 8,15 frente a 7,28 y 6,28 g/d), sin embargo los pulpos
alimentados con el alimento natural tuvieron tasas de alimentacion muy superiores (132
frente a 47 g/d), posiblemente como consecuencia del tamafio final que se alcanzd en

aquella prueba con la dieta natural (2.300 g frente a 1.300 en la presente prueba).

En cuanto a los andlisis realizados a los pulpos tras la prueba de crecimiento se
obtuvieron los resultados que aparecen en la Tabla 11.

Se puede ver como no aparecen diferencias significativas en la composicion
corporal de los pulpos entre las dos dietas secas, sin embargo si que las hay, si se
compara con los pulpos que consumieron el alimento natural, sobre todo a nivel de
glandula digestiva, donde destaca, la mayor acumulacién de lipidos en las glandulas de
los pulpos alimentados con las dietas extrusionadas. Esto es muy similar a lo que
ocurrié en la prueba de engorde del Optipulpo con la harina de pescado y krill (dietas
HPK y 3HPK), aunque en aquella prueba las diferencias de grasa de la glandula entre
dietas extrusionadas y alimento natural fueron también significativas, pero con menores
porcentajes en los tres casos, produciéndose un mayor porcentaje en forma de
glucogeno. Esto podria deberse a un mayor nivel de lipidos e incluso de carbohidratos
en las dietas, probablemente mayor, del que necesita el pulpo como fuente de energia.
Este engrasamiento de la glandula, probablemente cause disfunciones metabdlicas que

afecten al crecimiento.
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Tabla 11. Composicién nutricional de diferentes partes y del cuerpo entero segun la

dieta (n=3)

Control HPC 3HPC
Musculo (Tentéaculo)
Humedad (%) 80,17+0,59 81,52+0,59 81,40+0,59
Proteina bruta (%mh) 16,56+0,40° 14,76+0,40° 14,27+0,40°
Grasa bruta (%mh) 0,47+0,09 0,50+0,09 0,52+0,09
Cenizas (%mh) 1,95+0,11 2,22+0,11 1,92+0,11
Glandula digestiva
Humedad (%) 61,70+0,60% 57,83+0,60" 57,50+0,60"
Proteina bruta (%mh) 23,77+0,72° 15,95+0,72° 16,20+0,72°
Grasa bruta (%mh) 9,81+1,05° 20,86x1,05° 19,36+1,05"
Cenizas (%mh) 1,63+0,06 1,40+0,06 1,46+0,06
Cuerpo entero
Humedad (%) 78,36+0,58° 78,92+0,58° 82,15+0,58"
Proteina bruta (%mh) 17,54+0,40° 15,86+0,40° 13,80+0,40°
Grasa bruta (%mh) 1,33+0,26 1,70+0,26 0,99+0,26

2,01+0,08 1,93+0,08 1,74+0,08

Cenizas (%omh)

Nota. Letras distintas indican diferencias estadisticas entre las medias, Test Newman-Keuls (p<0,05), La
composicién del cuerpo no fue analizada debido a la escasez de pulpos capturados al inicio de la prueba.

En el estudio de la digestibilidad de la materia seca realizado sobre estas dietas,

se ve de igual modo, un comportamiento muy similar, siendo ligeramente mas

digestible la dieta 3HPC, la cual mostrd una digestibilidad de la materia seca de 89%,

mientras que la dieta HPC mostré un 86,9%.
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Figura 16. Coeficiente de digestibilidad aparente de la materia seca de los piensos
extrusionados HPC y -HPC.

La presente prueba, muestra el aceptable comportamiento que tiene la harina de
calamar como ingrediente proteico en las dietas para pulpos. Si bien no se han obtenido
unos crecimientos mayores a los de anteriores pruebas realizadas con harina de krill en
vez de calamar, si se ha visto como son dietas altamente digestibles. Ademaés, hay que
tener en cuenta que el aumento repentino de las temperaturas, influy6 en las ingestas de
los pulpos durante los Gltimos dias de ensayo, disminuyendo asi su crecimiento.
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5.7. Disminucion de aglutinantes y atrayentes en las dieta con harina de

calamar para consequir mayores crecimientos

En las pruebas precedentes realizadas con piensos secos extrusionados (3HPC y
HPC) del IRTA (Tarragona), los resultados de la composicién de la glandula digestiva
en materia seca dieron un alto contenido en grasa (29 y 30%) y carbohidratos (12,16% y
9,5%) proporcionado seguramente por los altos niveles de huevina y de maltodextrina,
comparado con los niveles los pulpos alimentados con dietas naturales (2,95% CHO, en

seco, lo que pudiera ser una causa del bajo crecimiento.

Por ello y por el hecho de que el crecimiento es aln relativamente bajo respecto
al alimento natural, se planted la presente prueba, donde se compararan dos dietas secas
extrusionadas con menores cantidades de maltodextrina y huevina, incrementando las

fuentes proteicas (Tabla 12), con una dieta control a base de alimento natural.

Material y métodos

Ejemplares de pulpo de roca (Octopus vulgaris) fueron capturados con arte de
arrastre en las costas de Cases d”Alcanar y transportados a las instalaciones del IRTA
(San Carles de la Rapita), donde fueron alojados en tanques y mantenidos en circuito
abierto (T= 19° C) de agua de mar. El experimento comenzd tras un periodo de
adaptacion de aproximadamente diez dias, periodo en el cual se les alimentd con

cangrejo.

Se ensayaron tres tipos de dietas: dos piensos extrusionados con distintas
proporciones de fuentes proteicas, harina de calamar, harina de pescado y la harina de
krill (Tabla 12) formuladas para tener niveles proteicos de 45 y 50%. Ademas ambos
piensos contenian distintas cantidades del principal atractante, huevina, y las mismas
cantidades de los compuestos aglutinantes (gelatina y maltodextrina), y una dieta

control a base de cangrejo y boga.

Tabla 12. Composicién de las dietas extrusionadas (%) con diferente nivel proteico
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H,PESCADO KRILL CALAMAR M-DEXTRINA  GELATINA  HUEVINA TAURINA  VITAM,

45CP? 15 20 20 10 10 20 2,5 2,5

50CP” 15 25 25 10 10 10 2,5 2,5

‘Valores son g,kg-1 (excepto aquellos en paréntesis): 25; Colina, 10; DL-a-tocoferol, 5; ascorbicacid, 5; (PO,),Cas, 5,
Composicion de premezcla: acetato de retinol, 1000000 Ul kg-1; calcipherol, 500 Ul kg-1, DL-a-tocoferol, 10,
bisulfito de sodio menadiona, 0,8; clorhidrato de tiamina, 2,3, riboflavina, 2,3, clorhidrato de piridoxina, 15;
cianocobalamina, 25, nicotinamida, 15, acido pantoténico, 6, acido félico, 0,65; biotina, 0,07; acido ascorbico, 75,
inositol, 15; betaina, 100; 12 polipéptidos.

? Estas dietas recibieron el nombre de 45CP y 50CP debido a la cantidad de proteina que contenian.

La fabricacion de los piensos se llevd a cabo en la Universidad Politécnica de
Valencia, usando un extruder semi industrial Clextral BC45, bajo condiciones de 100°C
y 50 ATM.

Una vez adaptados a la instalacion se distribuyeron en tres tanques separados cada

uno de ellos en seis compartimentos, donde se alojaron 6 pulpos, (Figura 17).

Figura 17. Fase de adaptacion y tanques de engorde (IRTA).

La alimentacion se realiz6 una vez al dia a las 9 de la mafiana, y a las 14 horas se
recogia de los restos de alimento no consumido, para poder realizarse el célculo de las
ingestas. Las tasas de alimentacion fueron de un 4% en el caso de los pulpos que
comian el alimento natural cuando este consistia en pescado, de un 10% si era cangrejo,
y de un 1-2% con las dietas secas. Los muestreos de peso se realizaron cada 15 dias,
pesando de forma individual cada uno de los pulpos de los tres tratamientos, Para ello,
se sacaban los seis pulpos de cada compartimento, se introducian individualmente en

una malla, posteriormente se devolvian a su tanque.
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Figura 18. Muestreo y pesaje de los pulpos al inicio de la prueba

Durante la prueba se fueron recogiendo las heces de los distintos tanques, a fin

de poder analizar la digestibilidad de las dietas, una vez terminada la prueba.

Resultados

Tras las 4 semanas de experimento se obtuvieron claras diferencias entre

tratamientos como muestra la gréfica, donde podemos ver, como la dieta natural

presenta crecimientos muy por encima los obtenidos con las dietas artificiales.
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Figura 19. Evolucion de los pesos de los pulpos durante la prueba.
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Durante la alimentacion diaria se vio una peor aceptacion del pienso 50CP, que
contenia la menor proporcion de huevina como atrayente, con respecto a los pulpos
alimentados con la dieta 45CP, ademéas de presentar ambas dietas una mayor
disgregacion, debido a la menor cantidad de aglutinantes en la fabricacién. Esto queda

pendiente de confirmar tras el analisis de los parametros nutritivos.
Tras las 4 semanas de experimento se obtuvieron claras diferencias entre las tres

dietas respecto al crecimiento, siendo los de la dieta natural muy por encima los
obtenidos con las dietas artificiales:

Tablel3. Parametros de crecimiento y eficiencia nutritiva de los pulpos

Control 45CP 50CP
Pes. Inicial (g) 781 + 39.82 754.16 + 37.33 803 + 40.32
IP (9) 690+ 49.89c | 120.8 £44.11b -88+ 24.57¢c
TAA(g/dia) 51.79+ 3.80b 7.57 £0.762 3.97+ 0.982
TAR (%P/dia) 4.58 +0.19c 0.93+ 0.06b 0.51 £ 0.092
IC 2.13+£0.17 1.70+ 0.26

En cuanto a los andlisis realizados a los pulpos tras la prueba de crecimiento se
obtuvieron los siguientes resultados (Tabla 3).

Tabla 14. Composicién nutricional de la glandula digestiva segun la dieta. (n=6)

Inicial Control 45CP 50CP
Gléandula digestiva
Humedad (%) 71,37 62,07 + 1,78 | 68,17 + 1,78% | 74,57a +2,30°
Proteina bruta (%mh) 18,36 19,89 +0,75° | 14,66 +0,75° | 16,42 +0,98°
Grasa bruta (%mh) 1,64 3,16 +0,29° | 1,41 +0,29° | 1,11 +0,38°

Podemos ver como no aparecen diferencias significativas en el musculo de los
pulpos entre las dos dietas secas y la dieta natural, sin embargo si que las hay en el caso
de la gldndula digestiva, en los pulpos que consumieron el alimento natural destaca la
mayor acumulacion de lipidos. Esto, en el caso de los pulpos alimentados con la dieta
H10 estaria muy relacionado con la baja ingesta y por lo tanto pérdida de peso.
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Respecto a los resultados de digestibilidad de la materia seca fueron de un
83.4% para la dieta 45 CP y un 94.4% para la boga y el cangrejo, la digestibilidad
proteica de un 87, 95.8, 98.6 y la lipidica 98.5, 57.1 y 100%, respectivamente. La
digestibilidad de la dieta 50CP no se pudo hacer, ya que como consecuencia de la no
ingestion no se obtuvieron heces para esta prueba.
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