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INTRODUCCION

En la pasada década se han realizado en Espana diversos estudios sobre el pulpo
(Octopus vulgaris) con el objetivo final de conocer sus posibilidades de cultivo a escala
comercial. Los resultados de estos trabajos junto con algunas experiencias de engorde
desarrolladas por empresas privadas demostraron su viabilidad para el cultivo
comercial, suscitando un interés inmediato en los diversos sectores implicados. Como
resultado, diversos organismos (Universidades, Centros de Investigacion) de varias
Comunidades Auténomas del Estado plantearon la necesidad de ampliar lineas de
investigacion con el propédsito de resolver las dificultades encontradas en el cultivo de

esta especie, centradas sobre todo en las primeras fases del cultivo larvario.

Como consecuencia la Secretaria General de Pesca Maritima a través de JACUMAR
se hizo cargo de la financiacién de un proyecto de investigacion con la participacion de
diez equipos de expertos pertenecientes a diversos centros de investigacion y
universidades repartidos en ocho Comunidades Auténomas. El citado proyecto, titulado
“El cultivo del pulpo”, se llevdo a cabo entre 2001 y 2004. Teniendo en cuenta la
amplitud de los objetivos perseguidos, se subdividio el proyecto en dos subproyectos,
el primero de ellos dirigido al cultivo larvario y el segundo al proceso de engorde de
juveniles. Cada uno de los subproyectos constaba a su vez con objetivos parciales y

actividades definidas.
OBJETIVOS INICIALES
Este proyecto persiguié dos objetivos fundamentales:

1. Desarrollar tecnologias de cultivo larvario que permitieran cerrar el ciclo de cultivo de

la especie

2. Optimizar el proceso de engorde de juveniles en lo relativo a las estructuras
utilizadas y al desarrollo de piensos que cubrieran los requerimientos nutricionales

de la especie.

Teniendo en cuenta la amplitud de los objetivos perseguidos, se subdividio el proyecto

en dos subproyectos con objetivos parciales y actividades definidas.
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SUBPROYECTO 1: CULTIVO LARVARIO

¢ Mantenimiento de stocks de reproductores destinados a la obtencion de puestas
y paralarvas.

e Estandarizacién del cultivo intensivo de paralarvas con Artemia enriquecida y
utilizacién de microdietas.

e Cultivo semi-intensivo de paralarvas utilizando zoeas de crustaceos como presa
complementaria o sustitutiva de la Artemia.

e Cultivo semi-extensivo de paralarvas utilizando afloramientos de plancton
natural.

e Analisis bioquimicos de las presas y las paralarvas producidas por los distintos
sistemas de cultivo.

e Efecto de la alimentacion del stock de reproductores en la calidad de las
paralarvas producidas

e Analisis histolégico de las paralarvas producidas por los distintos sistemas de

cultivo.
SUBPROYECTO 2: ENGORDE DE JUVENILES

e Experimentacion y desarrollo de nuevas tecnologias de engorde: Jaulas, zonas
acotadas, tanques en circuito abierto y recirculacion con control de la
temperatura.

e Estudios de bioenergética y bioensayos de toxicidad de amoniaco, nitritos y
nitratos.

e Estudios de alimentacién y nutricion de juveniles con el fin de desarrollar
piensos compuestos.

e Identificacion por medio de técnicas de ADN de los stocks de pulpo procedentes
de las distintas CCAA.

e Condiciones 6ptimas para el transporte de huevos, paralarvas y juveniles de
pulpo.

e Parasitologia y patologia.
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ESQUEMA DE ORGANIZACION DE ACTIVIDADES DE INVESTIGACION

P1
ANDALUCIA
CICEM

P2
ASTURIAS
CEP

SUBPROYECTO 1
Cultivo larvario
Inv Principal:

J. Iglesias

P3
BALEARES
EA

COORDINACION
J. Iglesias
J. Sanchez

P4
CANARIAS
ULPGC, ICCM

P5
CATALUNA
IRTA, CSIC

——>> |microdietas. Bioquimica de presas

P7, P8
GALICIA
CIMA, IEO

P1
ANDALUCIA
CICEM

P2
ASTURIAS
CEP

P3
BALEARES
EA

SUBPROYECTO 2
Engorde
Inv Principal:
B. Garcia

P4
CANARIAS
ULPGC, ICCM

P6, P8
GALICIA
USC, IEO

———> [ldentificacién genética de stocks

P9
MURCIA
CRM

P10
VALENCIA
uv

Cultivo semi-extensivo con
zooplancton natural

——> [Cultivo semi-intensivo con zoeas

——=> |Andlisis histoldgico de paralarvas

———> |Andlisis histoldgico de paralarvas

Cultivo intensivo con Artemia y

y paralarvas del cultivo intensivo

Andlisis bioquimicos de presas y
———> |paralarvas de los otros tipos de cultivo
Influencia de la alimentacion de los
reproductores en la calidad de la puesta

——— |Engorde en gsteros
Engorde en jaulas

——=> |[Engorde en jaulas

———> |Parasitologia y Patologia
Engorde en jaulas

———> [Desarrollo de piensos compuestos
Engorde en jaulas

Desarrollo de piensos compuestos

Condiciones 6ptimas de transporte

Engorde en tanques
———> |Piensos compuestos
Bioenergética, toxicidad
Andlisis econémico

———> |Engorde en jaulas
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OBJETIVOS REALIZADOS

Se han llevado a cabo todos los objetivos previstos en ambos subproyectos excepto el
ultimo correspondiente al subproyecto 2 (parasitologia y patologia). Este objetivo ha
sido suprimido del proyecto para evitar duplicidad de esfuerzo de investigacion, al
haber sido realizado simultaneamente por la Universidad de Vigo y IEO de Vigo en otro
proyecto (“Influencia del control microbiano y parasitario en el cultivo larvario y en el
engorde del pulpo Octopus vulgaris®), especificamente disefado para tratar en

profundidad esta linea de investigacion.

RESUMEN DE RESULTADOS (CONCLUSIONES PROVISIONALES)

Se describiran a continuacion los resultados mas relevantes obtenidos a lo largo de
estos tres afnos en las tres fases de cultivo de la especie: reproduccién, cultivo larvario
y engorde hasta tamano comercial. En capitulos posteriores se describen con mayor

detalle cada una de las actividades de investigacion realizadas por cada participante.

Fase de reproduccion

No existen problemas para la aclimatacion de reproductores y obtencion de puestas
viables, bajo condiciones de cautividad. Este objetivo del proyecto puede llevarse a
cabo por medio de la creacion de un propio stock de reproductores, mezclando
hembras y machos, o bien por separacion individual de las hembras capturadas del
mar ya fecundadas. El 100% de las hembras maduran y realizan la puesta en

cautividad, obteniéndose porcentajes de eclosion de los huevos superiores al 80%.

Al obtener puestas viables en diferentes épocas del ano no se considera necesario el
dirigir la investigaciéon a los procesos de induccion controlada de la maduracion

(fotoperiodo, temperatura, hormonas).

Se han definido las condiciones de transporte, desde el Atlantico hasta el Mediterraneo
(12-13 horas), de hembras con puestas que facilitarian el intercambio de puestas

viables entre centros de investigacion o empresas del sector.
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Subproyecto 1: Cultivo larvario

Como ya se constatado en diversas comunicaciones previas, es en esta fase de cultivo
donde se localizan los problemas principales que impiden el cierre del ciclo de cultivo
de esta especie. Las paralarvas, en sus primeras semanas de vida, registran una
mortalidad muy elevada y un crecimiento lento. Lo mas probable es que esto venga
causado por deficiencias nutricionales en la dieta larvaria, aunque no se descartan
otros factores relacionados con las técnicas de cultivo (volumen, tipo de tanque, luz,

circuito de agua etc.).

Con el objetivo de conocer mejor los problemas asociados a esta fase del cultivo, se
disefiaron y desarrollaron diversos experimentos de cultivo de paralarvas, desde
cultivos intensivos con artemia como presa tipo, cultivos semi-intensivos con aporte de
otros organismos (estadios larvarios de crustaceos, misidaceos etc.) vivos o
congelados, hasta sistemas semi-extensivos, con aporte de zooplancton natural a los
cultivos. Las larvas producidas en cada uno de estos sistemas fueron sometidas a
analisis bioquimicos e histolégicos con el objetivo de averiguar como le influian los

diferentes tratamientos en su composicion y estructura interna.

A lo largo de los tres afios del proyecto se pudieron descartar las técnicas de cultivo
intensivo que utilizaban artemia enriquecida como Unica presa, asi como los cultivos

semi-extensivos donde se utilizaba exclusivamente zooplancton natural.

Los mejores resultados referentes a crecimiento y supervivencia se registraron en
aquellos cultivos donde se utilizé artemia complementada con zoeas vivas de centollo.
Mediante esta técnica se pudo completar el ciclo de cultivo del pulpo bajo condiciones
de cultivo, obteniéndose juveniles que llegaron a alcanzar el estado adulto y realizar la
puesta en cautividad. Estos resultados, pioneros en todo el mundo, fueron obtenidos
por primera vez en el 2001 en el IEO de Vigo (lglesias et al, 2004) consiguiendo un
peso seco de las paralarvas de 9.5+1.9 mg y una tasa de 31.5% de supervivencia a los
40-45 dias. Posteriormente los pulpos alcanzaron un peso de 0.5 a 0.6 Kg a los seis
meses de edad, y un peso final de 1.4 a 1.8 Kg a los ocho meses, momento en el que

maduraron y realizaron la puesta.
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Al afio siguiente, en el Centro de Experimentacién Pesquera de Asturias, utilizando una
tecnologia de cultivo muy similar se consiguieron supervivencias larvarias del 60 al
90% a dia 20 de vida y posteriormente ejemplares adultos maduros de un peso medio
de alrededor de 3,5 Kg a los 16-18 meses. Sin embargo, esta técnica no es transferible
al sector comercial ya que la disponibilidad de zoeas vivas es limitada y dificil de
escalar el cultivo a niveles considerados comerciales. Por este motivo se contempla le
necesidad de seguir investigando en busca de una dieta larvaria 6 un enriquecedor de
Artemia, que cubra mas eficientemente los requerimientos nutritivos en estas fases

tempranas de desarrollo.
Andlisis bioquimicos

Se ha analizado el efecto de tres tipos de alimentacion de reproductores (crustaceos,
mezcla al 50% de peces y crustaceos y mezcla al 50% de peces y cefalépodos), sobre
la composicion bioquimica de las paralarvas producidas. Se observaron diferencias
significativas, asi por ejemplo, el contenido proteico es mas alto en la dieta de merluza
y calamar (56%) respecto a la de crustaceos 6 la de crustaceos y peces (36 y el 33%
respectivamente). En cuanto a la composicion lipidica, dichas paralarvas poseen sin
embargo, un menor contenido en fosfolipidos (36%) frente al 40 y 44% de los lipidos

totales en la de crustaceos y peces respectivamente.

Una vez mas, se ha puesto de manifiesto la importancia de los acidos grasos DHA y
EPA en la dieta de las paralarvas. Se ha logrado la obtencién de perfiles bioquimicos
lipidicos y proteicos de paralarvas y sus presas que seran de elevado interés para
determinar los requerimientos nutricionales de esta especie durante su cultivo larvario.
Se considera que el principal problema a resolver durante el cultivo larvario es de
orden nutricional y que para alcanzar los requerimientos nutricionales paralarvarios, los
futuros cultivos basados en la linea de coalimentacion (Artemia + microdieta) deben
considerar alimentos equilibrados en fosfolipidos, colesterol y acidos grasos
poliinsaturados, particularmente DHA, asi como proteinas ricas en lisina, leucina y
arginina. La obtencién de microdietas equilibradas de adecuada palatabilidad y

aceptacién por las paralarvas es un objetivo todavia por alcanzar.

10
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Por otra parte la buena aceptabilidad de las zoeas de centolla observada en las
paralarvas de pulpo junto con el mejor crecimiento registrado cuando han sido
utilizadas como complemento alimenticio, asi como su composicion bioquimica, que
parece adecuarse a los requerimientos lipidicos del pulpo: alto contenido en
fosfolipidos, carencia de triglicéridos y alto porcentaje de PUFA(n-3) en particular del
22:6(n-3), hacen que estas presas sean consideradas de gran valor en las primeras
fases de alimentacion viva. El contenido lipidico del bolo (Ammodytes sp.) y del
zooplancton aportan igualmente interesantes valores de 22:6(n-3) como para continuar

esa linea de investigacion.
Andlisis histolégicos

Los andlisis histolégicos de las paralarvas centraron su actividad principal en el analisis
de la glandula digestiva, relacionando la morfologia de la misma y las diversas
vacuolas que aparecen en ella en funcion de la edad de las paralarvas y de las dietas a
las que fueron sometidas. Igualmente se analizaron posibles alteraciones que pudieron

aparecer en otros érganos.

Los resultados indican que la alta mortalidad larvaria se debe principalmente a causas
nutricionales, tal como se postulaba al inicio del proyecto, observandose lesiones y
otras alteraciones en aquellas larvas subalimentadas o con dietas solo a base de
artemia, o con un exceso de lipidos. Sin embargo aquellas paralarvas alimentadas con
dietas compuestas de artemia y zoeas de centolla mostraban un desarrollo del sistema
digestivo perfectamente normal. Otros resultados muestran como la pigmentacién y el
aspecto de la glandula digestiva pueden servir de indicadores del estado nutricional de
las larvas. Por ultimo, la observacion en algunas muestras de infecciones bacterianas y
parasitarias aconsejan extremar las precauciones en los protocolos y manejo diario de

los cultivos larvarios.

Durante el proceso de preengorde los misidaceos congelados son un buen alimento
para “destetar” a los juveniles durante al menos el siguiente mes después de completar
el desarrollo larvario. Pasados los primeros 30 6 40 dias estos pueden sustituirse por
pulga de mar, con pequefios aportes de otros alimentos. Cuando los juveniles superan
los 10 g de peso fresco puede iniciarse una alimentacion similar a la de los adultos, es

decir, a base de pescado y cangrejo.

11
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Otros alimentos testados con éxito durante esta fase de preengorde fueron la mezcla
de gonadas de crustaceos y de erizos, pequenos crustaceos (misidaceos, anfipodos y

camarones) y musculo de mejillon.

Subproyecto 2: Engorde de juveniles

Los buenos resultados de crecimiento obtenidos previamente, tanto en tanques como
en jaulas, en Galicia, han impulsado a tres comunidades autonomas (Asturias,
Canarias y Valencia) a desarrollar tecnologias de engorde en jaulas flotantes, y a una

(Andalucia) a ensayar diversos sistemas de cultivo en esteros.

Asi, en Asturias se llevaron a cabo, a partir de un disefio propio, varias pruebas de
engorde en diferentes épocas del afo, llegando a la conclusién de que es factible
realizar ciclos de engorde de tres meses y obtener ejemplares de 3 0 4 Kg. a partir de
pulpos de 1 Kg. si se cumplen ciertas condiciones tales como: separacion por sexos,
carga inicial entre 10 y 12 Kg.m™, temperatura superior a 15°C y una dieta compuesta

de crustaceos, peces y moluscos. La mortalidad acumulada no fue superior al 20%.

En las otras dos comunidades han partido de artefactos flotantes inspirados en el
modelo C-160, que corresponde al que ha desarrollado la empresa Arrecifes del
Atlantico en Galicia y que tan buenos resultados ha dado. Habiendo empezado mas
tarde, sus resultados no son tan concluyentes como en el caso asturiano. En Valencia,
se ha comprobado que las altas temperaturas registradas en los meses estivales
influyen negativamente en el proceso, reduciendo el numero de potenciales ciclos
anuales de engorde. En Canarias los primeros resultados de crecimiento y
supervivencia han sido positivos, alcanzandose casi los cuatro 4 kgs en un periodo de

tres meses, a pesar de haberse utilizado una dieta a base solamente de pescado.

Con el objetivo del potencial aprovechamiento de los esteros para engordar esta
especie, en Andalucia se llevaron a cabo una serie de experiencias en estanques
donde se disponian jaulas cilindricas y tanques de fibra, ambos de 1 m®. Se

estabularon pulpos a diferentes densidades y separacion por sexos.

12
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Los resultados en términos de crecimiento y supervivencia han sido positivos en todos
los casos, recomendando este tipo de estructuras, por su bajo coste y facilidad de
manejo y limpieza, para utilizar en el engorde de pulpo en esteros, si bien se aconseja
realizarlo en aquellas épocas del afio en que el agua se encuentre en un rango de

temperatura de 15 a 20°C.

En este proyecto se han planteado ademas una serie de experiencias destinadas a
conocer en mayor profundidad los parametros recomendables para el cultivo de esta
especie y también el desarrollo de piensos artificiales. Los resultados han permitido
fijar unos rangos Optimos de temperatura y oxigeno disuelto, se han elaborado
piensos que han sido bien aceptados por los animales, si bien tienen que mejorarse en
sus caracteristicas fisicas y se ha desarrollado un modelo econométrico de una planta
de engorde de pulpo en donde se contemplan todos aquellos factores que pueden

afectar a la rentabilidad del proceso.

Se han llevado a cabo también estudios genéticos con el objetivo de dilucidar posibles
variaciones dentro de la especie Octopus vulgaris procedente de las regiones atlantica
y mediterranea y sus posibles efectos en el cultivo, no encontrandose diferentes
estructuras poblacionales en las muestras analizadas provenientes de diferentes zonas

costeras de la Peninsula Ibérica.

En un ultimo aspecto desarrollado en este subproyecto tenia como objetivo investigar
las condiciones mas favorables para el transporte de ejemplares vivos, tanto paralarvas
y juveniles como reproductores. Una serie de experimentos disefiados para ese fin
ayudaron a determinar los parametros (temperatura, tiempo, densidad) que mas
influian en la supervivencia final asi como los rangos de valores que deberian utilizarse

para realizar el transporte en las mejores condiciones.

13
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METODOLOGIA Y RESULTADOS

Se describen a continuacién la metodologia y resultados mas destacables obtenidos a

lo largo de los tres afios, ordenados segun subproyectos y objetivos parciales.
SUBPROYECTO 1: CULTIVO LARVARIO

Estandarizacion del cultivo intensivo de paralarvas con Artemia enriquecida vy

utilizaciéon de microdietas

Las experiencias de este apartado se han desarrollado en el Institut de Ciéncies del

Mar, Centre Mediterrani d'Investigacions Marines i Ambientals.

Mantenimiento de stocks de reproductores

Se mantuvo un grupo de reproductores que se renovo anualmente, siendo su numero
de 22, 28 y 25, respectivamente para cada uno de los tres afnos de proyecto. La
recoleccion de reproductores se realizd mediante embarques en la flota artesanal local
(Ametlla de Mar, Tarragona) y su mantenimiento se realiz6 en las instalaciones del
Institut de Ciencies del Mar de Barcelona (CSIC) donde también se realizaron los
posteriores cultivos larvarios. EI mantenimiento de reproductores se realizé empleando
tanques de 2000 litros provistos de suficientes refugios (macetas de barro, tubos de
PVC) y en régimen de oscuridad, con los tanques provistos de cubiertas superiores.
Los ejemplares fueron alimentados con una dieta a base de 2/3 de cangrejo verde
(Carcinus maenas, Carcinus mediterraneus) y 1/3 de sardina y anchoa, todos ellos
congelados. Las temperaturas de mantenimiento de los reproductores oscilaron entre
12 y 23 °C, refrigerando o calentando artificialmente el agua en las diferentes
estaciones cuando se crey6 oportuno para acelerar o ralentizar diferentes protocolos

de cultivo.

El material larvario obtenido durante cada afno de proyecto cubrié en exceso las
necesidades de larvas destinadas a la realizacion de los diferentes cultivos. Este
volumen larvario se estimé unicamente durante el primer afo, siendo de 830.000

larvas.

14
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Estos valores muestran la idoneidad de esta especie para ser explotada en acuicultura,
desde el punto de vista de los requerimientos de volumen de reproductores y de

material larvario.

Una vez obtenidas las puestas la duracion del desarrollo embrionario se adecud a las
necesidades de cultivo mediante la variacion de la temperatura de incubacion, entre 12
y 23 °C.

Cultivo larvario

Se analizaron series de cultivos larvarios de tipo intensivo enfocados al estudio del
efecto de nauplios de Artemia y microdietas sobre la composicion bioquimica resultante
en las larvas de los respectivos cultivos. Se ensayaron triales de cultivos larvarios en
tanques cilindricos de 25 | y también se utilizaron tanques cilindro cénicos de
resuspension de 50 | con disefo similar al utilizado por el laboratorio de la Comunidad
de Asturias (J. F. Carrasco y colaboradores) para ensayar dietas a base de plancton
marino congelado y microdietas comercializadas (Nippai®, AgloNorse®), con tamano
de 600-1000u y capsulas experimentales con tamafio entre 200-400u. Las densidades
de cultivo oscilaron entre 25 y 40 paralarvas de pulpo / litro desde el dia 0. Los cultivos
se realizaron a temperaturas entre 17 y 21 °C y bajo iluminacion continua 24h. Las
metodologias detalladas de cultivo se hallan publicadas en Navarro & Villanueva 2003;
Villanueva et al 2002, 2004).

Cultivo semi-intensivo de paralarvas utilizando zoeas de crustaceos como presa

complementaria o sustitutiva de la Artemia

Desarrollado en el Centro de Experimentacion Pesquera de la C. A. de Asturias.
Mantenimiento de stocks de reproductores

Durante los tres afios de duracion del proyecto se estabularon un total de 63
ejemplares, de los que 43 eran hembras y 21 machos, con un peso de entre 1.000 g y

1.500 g. Se produjo la baja, por causas diversas, de 13 ejemplares, 8 hembras y 5

machos.
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Los resultados mas relevantes son los siguientes:

La totalidad de las hembras supervivientes se reprodujeron. Se obtuvieron puestas de
hembras que permanecieron aisladas desde su confinamiento, sin contacto con

machos, lo que indica que venian fecundadas de la mar.

Las hembras con puesta pueden consumir alimento, en concreto cangrejo vivo, durante
las primeras tres cuartas partes de su desarrollo embrionario, cesando de alimentarse
por completo cuanto esta proximo la eclosion de las paralarvas. En estas
circunstancias las hembras pueden permanecer con vida hasta 40 dias después de la

finalizacion de la eclosion.

El periodo de incubacion de los huevos oscild entre un maximo de 56 dias y un minimo

23 dias, para unas temperaturas medias de 16,1° C y 21,3° C, respectivamente.

El rendimiento de paralarvas varié bastante de unas eclosiones a otras, por lo general
superior a las 100.000 paralarvas, con un minimo de 55.000 y un maximo de 365.000.

La duracién de la eclosion fue de entre 11 y 17 dias.

Durante el segundo y tercer afio del proyecto se realizé el traslado de 4 hembras con
puesta desde las dependencias de Castropol hasta las instalaciones de Gijon. El
transporte se realizd por carretera, con una duracién de 2 horas, en un deposito

cilindrico de 100 I, lleno hasta la mitad, con aireacion suave.
Cultivo larvario
Se utilizaron dos sistemas de cultivo:

Sistema 1: sistema de recirculacién formado por tres tanques parabdlicos de fibra
de poliéster, de color blanco, con una capacidad de 30 litros y un depdsito regulador
de 60 I, con aporte de agua nueva al sistema de 0,7 - 1 I/minuto. La entrada de
agua a los tanques se realiza por un dispositivo basal que asegura una circulacion
vertical y ascendente que mantiene a las larvas, asi como alimento, en constante

movimiento.
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Sistema 2: tanques cilindricos de 200 | de capacidad, de color gris, en circuito
abierto con aporte de agua nueva en superficie de 1 I/minuto y desagtie central con

aireacion en la base del mismo (Fig. 2).

La alimentacién suministrada a las paralarvas y la temperatura del agua durante las
distintas experiencias desarrolladas varié dependiendo de la anualidad y del sistema
empleado. En el apartado de resultados, se detallaran las densidades de presa y las
particularidades habidas en cada una de las distintas experiencias desarrolladas en

los tres afnos del proyecto.

Las condiciones de cultivo de las paralarvas en los tanques fueron:

Sistema 1 Sistema 2
Volumen tanque (l) 30 36 - 60
Densidad larvaria (larvas/l) 20-25 18 - 20
Luz Fluorescente 40 W Natural
Fotoperiodo 12L:120 Natural
Malla de desague 300 pm 300 pm

Diariamente se control6 la temperatura y la salinidad en los tanques. Cada 10 dias se
tomaron entre 5 y 10 ejemplares, dependiendo de la edad de las paralarvas, para la
determinacioén de la longitud del manto (LM) y el peso seco (PS) y cada 10 dias en el
2001 y cada 20 dias en el 2002 y 2003, coincidiendo con el cambio de tanque, se

realizé el recuento del numero de larvas para determinar la supervivencia.

De las distintas experiencias desarrolladas solo se obtuvieron resultados satisfactorios
en aquellas en las que se utilizé como sistema de cultivo los tanques parabdlicos y se
suministr6 como alimento de las paralarvas zoeas de centollo. En el resto de las
experiencias los rendimientos en supervivencia o crecimiento de las paralarvas

resultaron muy pobres a partir de la segunda semana de cultivo.

A continuacidén se muestran algunos de los resultados obtenidos en las experiencias

desarrolladas durante los tres afos de proyecto.
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Anualidad 2001
Sistema: 1 (Dep0sitos parabdlicos)

Densidad: 20 paralarvas/I.

Temperatura media: 22,1° C-22,6° C.

Alimentacion: aporte diario de zoeas de centollo vivas (0,5-0,7 z/ml) suplementadas,
dias alternos, con Artemia (0,3-0,8 A/ml).

*La Artemia se suministré a partir del dia 11 de cultivo.

**A partir de la tercera semana de cultivo se suministraron zoeas congeladas.

LM (mm), PS (mg) y supervivencia (%) de las tres experiencias llevados a cabo
durante el 2001.

Experiencia 1 Experiencia 2* Experiencia 3**

Dias LM PS Sup. LM PS Sup. LM PS Sup.
1 206 | 0,33 | 100,0 | 2,06 | 0,38 | 100,0 | 2,18 | 0,39 | 100,0
10 3,13 | 0,70 | 63,0 | 3,08 | 0,89 H 845 | 286 | 0,82 | 81.9
20 392 180 187 | 410 | 2,24 | 81.7 | 357 | 1,38 | 615
30 417 | 3,58 0,8 457 | 3,36 | 445 | 3,73 | 2,17 | 5,76

Los resultados ponen de manifiesto que el suministro de zoeas vivas de centollo
resulta determinante en el crecimiento y supervivencia de las paralarvas; la sustitucion
en la experiencia 3 de zoeas vivas por zoeas congeladas supuso una desaceleracion
en el crecimiento de las paralarvas y un aumento de la mortalidad. Por otro lado, la
adicion de Artemia, al menos en los primeros dias, no parece ser determinante en el

resultado final del cultivo.

Sistema: 2 (Tanques cilindricos)

Densidad: 20 paralarvas/I.
Temperatura media: 20,6° C-22,9° C.
Alimentacion: variada, consistente en porte diario de zoeas vivas o congeladas de

centollo o de nécora (0,5-0,7 z/ml), Artemia, zooplancton, y fitoplancton.
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Se realizaron 5 experiencias y en ninguna se sobrepasaron las dos semanas de
cultivo. La utilizacion de zooplancton de la ria y zoeas de nécora, ya fueran vivas o
congeladas, supuso wuna ralentizacion muy pronunciada del crecimiento v,
paralelamente, un aumento de la mortalidad que resulté practicamente total a las dos

semanas de cultivo.
Anualidad 2002

Densidad: 25 paralarvas/I.

Temperatura media: 21,1° C-21,2° C.

Alimentacion: aporte diario de zoeas de centollo vivas (0,7-1 z/ml), suplementadas
dias alternos con Artemia (0,3-0,8 A/ml). En los cultivos que sobrepasaron
los 40 dias ademas de la alimentacion habitual se afadié misidaceos

congelados (8-12 g/depdsito).

*A partir de la tercera semana de cultivo se suministraron zoeas congeladas.
LM (mm), PS (mg) y supervivencia (%) de las tres experiencias llevados a cabo
durante el 2002.

Experiencia 1 Experiencia 2 Experiencia 3*

Dias LM PS Sup. LM PS Sup. LM PS Sup.

1 219 | 0,30 | 100,0 [ 2,19 | 0,30 | 100,0 | 2,09 | 0,32 | 100,0

10 2,85 | 0,70 296 | 0,84 3,06 | 0,82

20 3,36 | 1,35 | 896 | 342 | 1,78 | 93,5 | 3,90 | 1,62 | 59,2

30 4,27 | 3,38 4,35 | 3,76 4,30 | 3,39

40 540 | 6,10 | 13,0 | 552 | 6,72 1,1 4,80 | 5,70 2,7

50 4,7 5,00 | 6,20 1,0

60 6,54 | 22,02 | 34 6,10 | 9,20 0,4

Los datos de supervivencia parciales de las tres experiencias ofrecen resultados
satisfactorios a dia 20 con unos porcentajes altos, por encima del 60%, destacando las

dos primeras que rondan el 90%.
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En estas dos experiencias se produjo un pico de mortalidad importante el dia 39,
coincidiendo con la aportacion a los tanques, dos dias antes, de pulga viva de tamaio
pequefio tamizada por 2000um, que redujo significativamente el numero de paralarvas

en uno de los cultivos y dio practicamente al traste con el otro.

A pesar del contratiempo debido al aporte de pulga de mar, en la experiencia 1 se

consiguieron ejemplares bentdnicos o juveniles a dia 60 de cultivo.

Es interesante resefiar que el crecimiento de las paralarvas cultivadas en las
experiencias 1y 2 del 2001, en los controles parciales hasta el dia 30, presentaban un
crecimiento similar o superior al registrado en las experiencias desarrolladas el

presente afo. Asi todo en el 2001 no se consiguieron ejemplares bentdnicos.

Dos son los aspectos que consideramos pudieron haber influido en la mejora de los
resultados respecto al pasado afo. La densidad de presas en los depdsitos de cultivo
que en las experiencias desarrolladas durante el presente ano se ha mantenido
siempre entre de 0,7-1 zoeas/ml, lo que supone un aumento respecto a las
concentraciones mantenidas el pasado ano. El otro factor que vario fue la disminucion
de las labores de mantenimiento, esto es: cambio de tanque y recuento de las

paralarvas, que pasaron de 10 a 20 dias.
Sistema: 2 (Tanques cilindricos)

Densidad: 20 paralarvas/I.

Temperatura media: 18,8° C-20,8° C.

Alimentacion: variada, consistente en aporte diario de zoeas vivas o congeladas de
cangrejo ermitafio (0,5-2 z/ml) o zoeas congeladas de centollo (0,3-1,0 z/ml),

con o sin Artemia.

Se realizaron en total cuatro experiencias. Los mejores resultados se obtuvieron
cuando se utiliz6 zoeas vivas de cangrejo ermitaiio con supervivencias a dia 20 de
entre el 44% y el 57%. No obstante, el crecimiento, tanto en tamafio como en peso, de
las paralarvas siempre fue significativamente inferior al que se obtiene cuando se

utilizan zoeas vivas de centollo.
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Anualidad 2003

Densidad: 25 paralarvas/I.

Temperatura media: 22,4° C-23,2° C. Valores puntuales por encima de 24° C

Alimentacion: en las tres experiencias se sustituyd la base de la alimentacion viva,
es decir, las zoeas de centollo por dieta inerte consistente en zoeas congelada
(Experiencia 1), zoeas congeladas o copépodos (Cyclops) liofilizados
(Experiencia 2) o por una mezcla de ambos (Experiencia 3), manteniéndose en

todos los casos el suplemento, en dias alternos, de Artemia.

Datos de LM (mm), PS (mg) y supervivencia (%) de las tres experiencias llevados a
cabo durante el 2003.

Experiencia 1 Experiencia 2 Experiencia 3

Dias LM PS Sup. LM PS Sup. LM PS Sup..
1 223 | 0,34 | 100,0 | 1,98 | 0,38 | 100,0 | 1,98 | 0,38 | 100,0
10 2,63 | 0,67
20 299 | 1,03 | 11,2
30 3,18 | 2,78 | 1,10

Debido a las elevadas temperaturas del agua registradas durante el 2003, con medias,
en los tanques de cultivo, de entre 22,4° C y 23,2° C y valores puntuales por encima en
todos los casos de 23° C y, que en ocasiones, alcanzaron los 24,2° C, resulta dificil
analizar como afect6 al desarrollo de las paralarvas la sustitucion, como base de la
alimentacion, del alimento vivo por una dieta inerte. No obstante, los datos parciales de
crecimiento y supervivencia de las paralarvas en la experiencia 1, comparados con los

obtenidos en afos anteriores, ofrecen peores resultados.

De los resultados obtenidos de las distintas experiencias llevadas a cabo durante los

tres afos de duracion del proyecto podemos decir lo siguiente:
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El sistema de flujo de entrada y salida del agua en el tanque de cultivo, asi como la
aireacion del mismo, son aspectos fundamentales en la dispersién y en los contactos
presa-paralarva, maxime cuando se trabaja con dieta inerte. En nuestro caso, la
entrada de agua a los tanques, que se realiza por la parte inferior de los mismos,
favorece el mantenimiento de las paralarvas y del alimento en suspension y con ello el

contacto presa-paralarva.

La alimentacidon de las paralarvas, como se suponia, resulta un factor clave en los
resultados finales obtenidos. En nuestro caso, el aporte regular de zoeas vivas de
centollo a los tanques de -cultivo influyé significativamente en las elevadas
supervivencias parciales obtenidas a dia 20, en dos de las experiencias llevadas a
cabo en el 2001 y en las desarrolladas en el 2002, asi como en la posterior

consecuciéon de ejemplares benténicos.

Otros aspectos que consideramos que también influyen en los resultados del cultivo

larvario son:

a) la densidad de presa viva en los depdsitos: valores proximos a 1 zoea/ml aumentan
los contactos y facilita la captura del alimento por parte de las paralarvas

b) las labores de mantenimiento de los tanques: la reduccion al minimo de las labores
de mantenimiento influye positivamente en la supervivencia y crecimiento de las
paralarvas.

c) la temperatura de cultivo: valores por encima de 24° C parecen afectar
negativamente al desarrollo de las paralarvas. Temperaturas de entre 21°Cy 22° C

parecen ser las mas adecuadas.
Preengorde de juveniles

Los ejemplares proceden de la experiencia 1 desarrollada en el ano 2002, en la que se

consiguieron 23 ejemplares bentonicos, con una supervivencia a dia 60 del 3,2%.
De los 18 juveniles —se sacrificaron 5 ejemplares— con los que se inici6 el cultivo, se

produjo la baja de 13 ejemplares, quedando al final 5 (3 hembras y 2 machos) que a la

edad de 527 dias (17,5 meses) alcanzaron un peso medio alrededor de 3,5 Kg.
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Las tres hembras, con una edad de 16-18 meses y un peso de entre 3.100 gy 3.600 g
llegaron a reproducirse. De la primera de las puestas se produce la eclosion de

paralarvas malograndose, por causas diversas, la eclosion de las dos restantes.

Los misidaceos congelados son un buen alimento para “destetar” a los juveniles
durante al menos el siguiente mes, después de completar el desarrollo larvario.
Pasados los primeros 30 6 40 dias estos pueden sustituirse por pulga de mar, con
pequefios aportes de otros alimentos. Cuando los juveniles superan los 10 g de peso
fresco puede suprimirse la pulga e iniciarse una alimentacion similar a la de los adultos,

es decir, a base de pescado (bacaladilla y chicharro) y cangrejo.

La temperatura ejerce una influencia importante sobre el crecimiento de los juveniles.
El descenso paulatino desde los 20,2° C, en el control del dia 100, hasta los 14,7° C
del dia 232 supuso una ralentizacion en el crecimiento de los ejemplares que se pone
de manifiesto en la tasa instantanea de crecimiento que pasa del 4,97% hasta valores
de entre 1,5% y 2%. Solo cuando la temperatura se recupera y alcanza valores medios
préximos a 17° C o superiores la tasa instantanea vuelve a repuntar hasta el 4,37%
para posteriormente disminuir, como era de esperar, al aumentar el tamafno de los

ejemplares.

Cultivo semi-extensivo de paralarvas utilizando afloramientos de plancton natural

Las experiencias correspondientes a este apartado fueron realizadas en el Centro de

Investigacion y Cultivos de Especies Marinas (C.I.C.E.M.) "El Torufio".

Actuaciones para la obtencién de un afloramiento de zooplancton natural.

El objetivo inicial de esta actividad fue la obtencion de un afloramiento de zooplancton
en uno de los estanques de tierra que se encuentran en las instalaciones del Centro.

Para ello, se procedidé a una renovacion total del estanque con agua procedente del
‘cafio” que alimenta las instalaciones. Dada la alta productividad de fitoplancton

registrada, no se procedio a la fertilizacion inicial del medio.
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Con objeto de seleccionar por su tamafo presas naturales, se disefd y construyd un
colector de zooplancton consistente en un tanque dispuesto en tierra y provisto de
bomba aspirante, electrosoplante y un juego de 2 tamices de 4 y 2 mm de luz de malla.
Después de 6 semanas se comprobd ausencia de sucesion completa en la poblacién
zooplanctonica, observandose rotiferos y tintinidos en altas densidades. Los

copéepodos calanoides aparecian en muy bajas densidades.

Se adoptd un nuevo método para la recoleccion de zooplancton en otro estanque de 4
has que constituye la reserva de agua de las instalaciones del Centro. El método esta
basado en el sistema de engorde de semillas de moluscos bivalvos (semillero flotante),
pero con la direccidn del flujo de agua inverso, es decir, el agua entra en el contenedor
arrastrando y concentrando el zooplancton en su interior. Para evitar la entrada de
organismos predadores no deseables, se dispone una malla de un tamano de luz
adecuada (3 mm) que impide el paso de animales de tamafio superior. El zooplancton
acumulado en el contenedor se retiene gracias a una malla plastica colocada en el
fondo- de una luz de 1 mm, inferior al tamafo de los organismos componentes del

zooplancton requerido.

La mayoria de los organismos zooplanctonicos recolectados fueron copépodos
(Calanoides). Se observaron larvas de camarones, huevos y larvas de peces
estuaricos, y algunas especies de anfipodos. Ninguna de ellas se manifestaron como
especies presas para la alimentacion de las paralarvas, que se convertian asimismo en

presas, como ocurria con los estadios larvarios de los camarones.

Después de varios ensayos con este método se procede al cultivo complementario de
posibles presas, como zoeas de cangrejos (Carcinus sp.) -obtenidas a partir de
hembras ovigeras- y el cladocero Moina salina, producidas a partir de individuos
recolectados en los propios estanques de tierra. La aceptabilidad de estas presas fue
buena, suplementadas en ocasiones con nauplios de artemia ante la falta de
disponibilidad continua de aquéllas, y enriquecidas con el compuesto comercial
PROLON (DHA/EPA de 2), pero la mortalidad total de las paralarvas (100 % a los 25-
30 dias) seguia produciéndose al mismo tiempo que las alimentadas con Artemia

enriquecida.
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En otro intento de obtencion de zooplancton de mayor diversidad, se procede a la
recoleccion de zooplancton natural en aguas abiertas del Golfo de Cadiz mediante una
manga de red tipo bongo de 200 u de luz de malla, en arrastre oblicuo cuando la
profundidad lo permitia, y horizontal en aguas mas someras. El zooplancton
recolectado era cuidadosamente introducido en garrafas de 20 | de capacidad provistas
de aireacion. Posteriormente eran trasladadas al Centro. Después de unos primeros
intentos en los que la totalidad de los organismos recolectados llegaban muertos
debido a la duracién del transporte (superior a 3 h), se consiguidé reducir éste,
lograndose la supervivencia parcial de algunas especies de zooplanctones. En las
muestras observadas predominaban sobre todo crustaceos como copépodos, ademas
de branquidépodos, ostracodos y misidaceos, algunos de tamafo superior a 5mm.
También se observaron zoeas de decapodos, cirripedos, cnidarios, huevos de peces y
en menor medida quetognatos. Se Introdujeron en tanques de fibra de 2 m® provistos
de aireacion, con fitoplancton y rotiferos producidos en el Centro, y donde la densidad
de cultivo era de 15 paralarvas/L. La supervivencia de los zooplanctones fue nula a los
dos y tres dias de cultivo, por lo que no se pudo utilizar el zooplancton recolectado para

el ensayo de alimentacion de paralarvas.

Paralelamente se han realizado varios ensayos de cultivo utilizando distintas presas
cultivadas al efecto, como nauplios y metanauplios de artemia con enriquecedores
(fitoplancton, Prolon, Superselco) zoeas de centollas, de cangrejos (Carcinus sp,
Pagurus sp), cladéceros (M. salina), huevos y larvas de lenguado, de doradas, tanto
vivas como congeladas, e incluso migas de pescado. Los mejores resultados se han
producido en los ensayos con artemia y zoeas de centollas, llegando a una
supervivencia de un 5 % a los 30 dias, observandose comportamiento de
preasentamiento. A partir de este punto, las paralarvas morian. La ausencia de buenos
resultados con los tipos de presa, y la duplicidad de experiencias con otros grupos que
también han utilizado zoeas y artemia hicieron desestimar los analisis bioquimicos de

las paralarvas.
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Con el objetivo de completar los analisis histoldégicos y bioquimicos de paralarvas
sometidas a diferentes estrategias de cultivo, se han utilizado larvas para el Plan
Nacional JACUMAR-Pulpo procedentes de otros proyectos de investigacion I+D que se

desarrollaban paralelamente en las Comunidad Canaria (ICCM) y Gallega (IEO-Vigo).
Dichas experiencias se describen a continuacion.
e Instituto Canario de Ciencias Marinas. Telde. (Gran Canaria).

Con el fin de obtener mayor muestra de paralarvas para estudiar el efecto de la
alimentacion en el desarrollo histolégico de las mismas, se procedié a efectuar

experiencias de cultivo larvario en nuestras propias instalaciones.

Para ello se capturaron del medio natural cuatro hembras y cuatro machos que se
estabularon por parejas en tanques de 1000 y 2000 litros provistos de refugios
extraibles. Los reproductores fueron alimentados con crustaceos y pescado troceados.
Se observd una buena adaptacion en general y se obtuvieron con éxito las puestas
espontaneas de cuatro de las hembras. Dos de ellas se extrajeron y se cuidaron en
tanques de 100 litros con renovacion de agua y las otras dos fueron cuidadas por las

hembras respectivas hasta la eclosion.
Se realizaron diversas experiencias de cultivo larvario.
Experiencia 1

Se realizaron las primeras experiencias de cultivo de paralarvas de pulpo en el aino
2002 en las instalaciones del Instituto Canario de Ciencias Marinas (ICCM). Las
paralarvas se sembraron a una concentracion inicial de 5 paralarvas por litro en
tanques troncoconicos de fibra de vidrio de 2000 | de volumen. Fueron alimentadas con
distintos tipos de presas vivas, la dieta principal fue Artemia en distintos estadios de
crecimiento, que se mantuvo en una concentracién de 0.5 indv/ml en el tanque larvario,
afadida una vez al dia. Como dieta complementaria se utilizaron mysis de camarén de
charco (Palaemon elegans) (llustracién 7) y mysis de camardon de profundidad

(Plesionika edwardsii).
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llustracién 7. Mysis de camardn de charco

Durante toda la fase de cultivo se observé una mortalidad mantenida de las paralarvas,
llegando a conseguirse una supervivencia de hasta 25 dias en el caso de estar
suplementada la Artemia con las mysis de camardn. En el caso de la Artemia como

unico alimento muy pocas larvas sobrevivieron los 20 dias de cultivo larvario.

El crecimiento obtenido fue muy pobre en comparacién con los resultados obtenidos
para otros autores, asi en paralarvas alimentadas con Artemia se obtuvo la siguiente
expresion LT= 2,738+0,0139*d donde LT es la longitud total y d la edad en dias. Entre

otros factores esto podria ser debido al tipo de Artemia utilizada y a su alimentacion.

La utilizacion de presas vivas, a pesar de ser muy eficaz como alimento de las
paralarvas, presenta dos inconvenientes: por un lado, tienen un crecimiento similar e
incluso superior al del depredador y a la edad de 18 dias se observa que las mysis de
camarén no consumidas aumentan de tamafo atacando a las paralarvas, esto justifica
el uso de baja intensidad de luz con el fin de reducir la actividad de los camarones. Por
otro lado la falta de una tecnologia estandar de produccién continuada de zoeas limita

el uso de este tipo de presas como complemento a la Artemia.
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Experiencia 2

Larvas obtenidas por puesta natural fueron sometidas a diferentes tratamientos
comparativos de inanicion, alimentacion con Artemia complementada con camaron vy
microdietas complementadas con Artemia, en sistemas de cultivos intensivos de las
larvas, con el objetivo de estudiar la resistencia y evolucion morfologica e histologica

de las larvas frente a las mencionadas condiciones de alimentacion.

Las larvas sometidas a inanicion no pudieron superar el cuarto dia de vida, mientras

que las complementadas con camardn solo pudieron sobrevivir hasta el dia 13.

En el 2003 se continué con las experiencias, ensayando diferentes regimenes

alimenticios para las paralarvas de pulpo.
Experiencia 3

Se analiz6 el efecto de dos tipos de tanques, tanques bajos de una altura de 60cm y
100litros (TL) frente a tanques de 120cm y 120 | (TD), con tres tratamientos
alimenticios diferentes por triplicado. Un tratamiento control (TA) en el que se
suministraron nauplius de Artemia enriquecida, un segundo tratamiento (TB) donde
ademas de la Artemia se afadié zoea de cangrejo moro (Grapsus grapsus), y un tercer
tratamiento (TC) en el que se suministré Artemia enriquecida y una mezcla de zoeas

de cangrejo blanco (Plagusia depressa) y carnada de vieja (Xantho poressa).

Las condiciones experimentales fueron: fotoperiodo natural, circuito abierto con una
renovacion del 10% al 50% al final de las experiencias. La densidad larvaria inicial fue
de 15 larvas litros. El cultivo se realizo ahadiendo diariamente 1litro de
Nannochloropsys sp. a una concentracion de 20-25 10%ml, 2 rot/ml enriquecidos
durante 6 horas con DHA protein selco (INVE). y 2 Artemia/ml de 72 horas, las cuales
habian sido sometidas a un doble proceso de enriquecimiento durante 48h, con A1
selco (INVE).
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llustracion 8. Alimento vivo utilizado

Se tomaron muestras morfométricas, peso seco e histolégicas semanalmente y al final

de la experiencia, ademas de bioquimicas al concluir el experimento.

Experiencia 4

En base a los resultados obtenidos en la primera experiencia, se planteé un segundo
experimento en el cual se utilizaron unicamente los tanques (TD), que dieron mejores

crecimientos y supervivencias.

En cuanto a la alimentacion, en este caso se ensayaron nuevamente tres dietas; un
tratamiento control (TA) en el que se suministraron nauplios de Artemia enriquecida, un
segundo tratamiento (TB) donde ademas de la Artemia se afadido zoea de cangrejo
moro (Grapsus grapsus), y un tercer tratamiento (TC), en el cual se selecciond
unicamente una especie de la dieta C probada en la primera experiencia, en concreto
las zoeas de cangrejo blanco (Plagusia depressa) que se suministro conjuntamente

con Artemia enriquecida.
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Las condiciones de cultivo fueron similares al experimento anterior, en cuanto a
iluminacion, densidad larvaria y renovacion de agua. Por el contrario, en este caso solo
se utiliz6 2 Artemia/ml de 72 horas, las cuales habian sido sometidas a un doble
proceso de enriquecimiento durante 48h, con A1 Selco (INVE), sin adicion de

fitoplancton y rotiferos.

llustracién 9. Paralarvas de pulpo coalimentadas con Artemia

Nuevamente se tomaron muestras morfométricas, de peso seco e histologicas
semanalmente y al final de la experiencia, ademas de bioquimicas al concluir el

experimento.

En el afo 2004, las experiencias se centraron en evaluar distintos enriquecedores
comerciales para la Artemia, para evitar los inconvenientes que presenta el trabajar
con zoeas vivas de crustaceos para alimentar a las larvas de pulpo, y considerar que a
nivel comercial hay que procurar no utilizar este tipo de alimento, dada la complicacién

gue supondria al acuicultor.

Los enriquecedores utilizados fueron A1 selco (Inve aquaculture. Bélgica) y Red
pepper paste (Bernaqua, Bvba, Bélgica), y por otro lado una microdieta comercial
Gemma micro 0.3 (Skretting, Francia), y ralladuras de pescado congelado (Boops

boops).
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El 26 de julio se sembraron las paralarvas recién eclosionadas, en tanques de 100

litro. Se ensayaron por cuadriplicado 4 tratamientos.

TRATAMIENTO | EDAD MAX | SUPERVIVENCIA
T 34 DIAS 1.5%
T2 38 DIAS 2.6%
T3 16 DIAS 1%
T4 22 DIAS 1.6%
T1: A1 Selco

T2: Red pepper
T3: Red pepper + microdieta
T4: Red pepper + pescado rallado

El tratamiento T2 artemia enriquecida con Red pepper fue la que alcanzé una mayor

supervivencia frente a los demas tratamientos ensayados (ver tabla).

Sin embargo el crecimiento fue ligeramente superior en tratamiento de artemia

enriquecida con A1 selco (ver grafica).

Los restantes tratamientos dieron peores resultados tanto en crecimiento como
supervivencia, una de las causas que se apuntan como condicionantes, es la calidad
del agua en ambos casos ya que el aporte de materia organica inerte (Microdieta o
ralladuras de pescado) produce una caida en la calidad de agua como consecuencia
de la descomposiciéon de la MO en el fondo del tanque y el desarrollo de flora

microbiana.

e Centro Oceanografico de Vigo del Instituto Espafiol de Oceanografia. Vigo

(Pontevedra).

En el afno 2001 se realizd un proceso de cultivo larvario a partir de 2000 paralarvas
eclosionadas en el propio Centro (Iglesias et al. 2004). Se utilizé un tanque de 1000
litros (2 paralarvas.I") circular, de 130 cm de diametro con paredes negras y fondo

blanco. La temperatura media de cultivo fue de 22.5°C y la salinidad de 35 %o.
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Se utilizé luz durante 24 horas, a una intensidad de 600-1000 lux en superficie. La
primera semana el cultivo se realizé sin circulacion de agua, afnadiéndole al medio
fitoplancton (Chlorella sp., Isochrysis galbana y Chatoceros sp.). Se utilizd una
aireacion central en el fondo, con el objetivo de obtener una turbulencia que asegurara
la distribucién homogénea de fitoplancton, paralarvas y presas. A partir del dia 8 se
utilizé un circuito abierto de agua 4 horas al dia. Cada cuatro dias se realizé una

limpieza del fondo por aspiracion.

La dieta larvaria la constituyé Artemia cultivada durante una semana con un preparado
comercial de cereales, a una concentracion de 0.05-0.1 ind.mI™". Cuatro dias a la
semana se le afadieron al tanque zoeas de centolla (Maja squinado) a una

concentracion de 0.01-0.1 ind.ml™".

12 «
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0 10 20 30 40 50
EDAD (dias)

Figura 1.- Peso seco de paralarvas cultivadas con artemia y zoeas de centolla,

desde la eclosion hasta los 45 dias.

Las paralarvas, con un peso a la eclosion de 0.34+0.01 mg, alcanzaron a dia 45 un
peso de 9.5+1.9 mg, (figura 1) una tasa de 31.5% de supervivencia y un numero medio
de ventosas por brazo de 23. A esta edad comenzaron a migrar para las paredes y

fondo del tanque.
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Para realizar el proceso de destete se separaron dos grupos de 250 paralarvas y se
trasladaron a dos tanques pero se observo una mortalidad total en ambos grupos a las
pocas horas, probablemente debido al manejo, por lo cual se prosiguié el destete con

las 130 supervivientes del tanque original.

En la fase de destete, que duré dos semanas, se registré6 una temperatura media de
22.5°C y se les suministro una dieta compuesta por pequefios crustaceos vivos
(misidaceos, amfipodos, camarones), porciones de musculo de erizo (Paracentrotus
lividus) y mejilléon (Mytilus sp) y gbénadas de cangrejo (Carcinus maenas).
Posteriormente se trasladaron a tanques cuadrangulares de 500 |, con un sustrato de
arena, grava y macroalgas, donde se realizo el engorde. La dieta entonces consistio en
cangrejos y mejillones congelados. Los pulpos alcanzaron un peso de 0.5 a 0.6 Kg a
los seis meses de edad, y un peso final de 1.4 a 1.8 Kg a los ocho meses (figura 2). En

esta etapa la supervivencia registrada fue de 1.5%.
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Figura 2.- Peso fresco de juveniles de pulpo hasta los 8 meses de edad.

El proceso de engorde continué hasta que se produjo la muerte de los ultimos
ejemplares, un macho de 1.55 Kg y 339 dias de edad y una hembra de 1.80 kg. Y 356
dias. Esta ultima habia madurado y realizado una puesta de 112.000 huevos,
completandose de esta forma el ciclo de cultivo de esta especie en cautividad por

primera vez en el mundo.
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Analisis bioquimicos de las presas vy las paralarvas producidas por los distintos

sistemas de cultivo

Las paralarvas y presas utilizadas en los diversos sistemas de cultivo fueron

procesadas y analizadas en dos centros:

e Institut de Ciencies del Mar, Centre Mediterrani d'Investigacions Marines i

Ambientals.

Composicion en acidos grasos

El estudio de la composicion de acidos grasos se ha obtuvo a partir de ovarios
maduros, huevos en diferente estado de desarrollo, paralarvas recién nacidas,
paralarvas a diferentes edades procedentes de diversos cultivos y tratamientos
alimentarios durante el primer mes de cultivo y juveniles salvajes de tallas posteriores
al asentamiento. La comparacion de los perfiles lipidicos y perfiles de acidos grasos de
paralarvas cultivadas frente a los perfiles naturales correspondientes a ovario, huevos,
paralarvas recién nacidas y juveniles salvajes, puso de manifiesto la importancia de los
acidos grasos poliinsaturados y concretamente DHA y EPA en la dieta paralarvaria de
Octopus vulgaris. Asi mismo se determiné la influencia de la dieta basada en Artemia
sobre el perfil de acidos grasos de las paralarvas cultivadas. La influencia del perfil de
acidos grasos del alimento se refleja en la composicion de paralarvas a 10 dias de
edad y permanece basicamente sin cambios durante el primer mes de cultivo. El
contenido en lipido total de las paralarvas cultivadas incrementé notablemente, asi
como sus niveles de acidos grasos monoinsaturados, en detrimento de los acidos
grasos poliinsaturados y, particularmente, DHA. El reducido crecimiento y la elevada
mortalidad parecen ser el resultado de una descompensacion nutricional en los niveles
de acidos grasos del alimento artificial proporcionado durante los cultivos. Las
deficiencias detectadas en los perfiles lipidicos provenientes de paralarvas de cultivo,
en comparacion con los perfiles lipidicos naturales, sugiere qué componentes
nutricionales lipidicos pueden ser de importancia para la futura elaboracion de
microdietas adecuadas a los requerimientos nutricionales de la especie. En la Figura 1
se muestra la correlacion negativa entre el porcentaje de lipido y el peso seco de

ejemplares juveniles salvajes recién asentados.
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El conjunto de resultados obtenidos durante el presente estudio sobre la composicion
de acidos grasos en Octopus vulgaris se hallan descritos detalladamente en Navarro &
Villanueva (2003) Aquaculture 219: 613-631.
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Figura 1. Relacién entre los niveles de lipido (% en peso seco) y de peso seco (mg) en 10 juveniles

salvajes de Octopus vulgaris recolectados en el Mediterraneo noroccidental.

Composicion de aminoacidos

El objetivo del presente apartado fue la determinacion de la composicion de
aminoacidos en paralarvas de pulpo y cuantificar el efecto de diferentes dietas de
aminoacidos sobre la composicién, crecimiento y supervivencia paralarvaria.
Paralarvas de pulpo recién nacidas mostraron elevados contenidos de nitrdgeno no
proteico que representd el 37% del peso seco de las paralarvas. Lisina, leucina y
arginina representaron la mitad del contenido en aminoacidos esenciales (EAA), en
tanto que glutamato y aspartato representaron la mitad de los aminoacidos no
esenciales (NEAA). Se observé un descenso en los niveles de EAA desde ovarios
maduros y huevos hasta a los niveles existentes en paralarvas. Recién nacidos tras
cuatro dias de ayuno perdieron 28% de su peso seco y sus niveles de aminoacidos
descendieron tanto en su forma libre como total. Tras dos dias de ayuno no se detecto

prolina en su forma libre y tras 4 dias de ayuno no se detecto tirosina.
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La Figura 2 muestra los perfiles de EAA en muestras de ovario, huevos en diferentes
estados de maduracion, paralarvas recién nacidas y paralarvas recién nacidas tras 2 y
4 dias de ayuno. La comparacion de los perfiles de EAA totales de las presas ofrecidas
mostroé pocas diferencias entre los nauplios de Artemia enriquecida y presas naturales
como las zoeas de cangrejo recién nacidas (Pagurus prideaux y Maja squinado). Los
perfiles de EAA de nauplios de Artemia enriquecidos solo mostraron diferencias en los
niveles de histidina de las paralarvas cultivadas de 10 dias de edad. La Figura 3

muestra la comparacion entre los niveles de EAA de las paralarvas de pulpo y sus

presas.

Aminoacidos(mg/100mg peso seco) -

Figura 2. Valores medios y desviacion estandar en contenidos de aminoacidos (mg/100 mg de peso
seco) en muestras de Octopus vulgaris pertenecientes a ovarios maduros, huevos de puestas en

estados de desarrollo I-Il y X-XII, paralarvas recién nacidas, y paralarvas recién nacidas tras ayuno de 2
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Figura 3. Comparacion de los perfiles de aminoacidos esenciales (EAA) de paralarvas de Octopus
vulgaris recién nacidas (columna izquierda) y paralarvas de edad 10 dias (columna derecha)
alimentadas con nauplio de Artemia enriquecida con SuperSelco®, frente a los perfiles de aminoacidos

de nauplios de Artemia enriquecida y zoeas recién nacidas de Pagurus prideaux y Maja squinado.
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Puntos situados por encima de la linea de pendiente 1 e intercepto 0, sugieren
deficiencias para un determinado aminoacido y presa. Se indican (*) los aminoacidos
cuyos niveles se diferencian significativamente (p<0-05) entre paralarva y presa. Cada

punto representa una media de tres réplicas. DW indica peso seco.

El presente estudio mostro la capacidad para la absorcion de aminoacidos a partir del
agua de mar por parte de paralarvas de pulpo, asi como de recién nacidos de sepia
comun (Sepia officinalis) y calamar comun (Loligo vulgaris). En las tres especies
estudiadas, fenilalanina tritiada fue incorporada en relacion inversa al tamano de las
paralarvas. A edad de 10 dias, los cultivos de paralarvas de pulpo que recibieron
diariamente una solucion de aminoacidos afadida directamente a los tanques de
cultivo, mostraron un incremento en sus niveles de aminoacidos totales. A la edad de
20 dias los cultivos que recibieron soluciones de aminoacidos registraron
supervivencias que en promedio fueron tres veces superiores a los cultivos control.
Aun asi, el efecto positivo del aporte de soluciones de aminoacidos sobre los cultivos
paralarvarios es todavia incierto, ya que el peso seco de las paralarvas asi cultivadas
fue igual o inferior al de los cultivos control. De cada cultivo se recolectaron muestreos
larvarios cada 5 dias, hasta la edad de 30 d, que fueron fijados en formol tamponado
para su posterior estudio histolégico. Estas muestras estan siendo elaboradas por

miembros del presente proyecto pertenecientes a la C.A. de Baleares.

El analisis del contenido de aminoacidos totales en juveniles salvajes de Octopus
vulgaris mostré un claro incremento en EAA en funcién del peso seco de los
ejemplares. Estos cambios en composicion bioquimica de los juveniles recién
asentados muestran un incremento en proteina y a la vez una reduccion en lipido
conforme crece el animal. Ello es reflejo del notable crecimiento alométrico de la
muscular corona braquial, rica en proteinas, en comparacion con la cavidad visceral,
rica en lipidos. El conjunto de resultados obtenidos durante el presente estudio sobre la
composiciéon de aminoacidos en paralarvas de Octopus vulgaris se hallan descritos

detalladamente en Villanueva et al (2004) Aquaculture (in press).
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Actividad proteolitica paralarvaria

El objetivo del presente apartado fue determinar la actividad proteolitica en paralarvas
de pulpo cultivadas con diferentes densidades de nauplios Artemia enriquecida como
alimento (0.2, 2, 4 y 10 nauplios ml-1dia-1) y experimentar con el empleo y disefio de
millicapsulas como medio para ofrecer pienso humedo. Tras cinco dias de cultivo, el
tipo de dieta y racién alimentaria ya se reflejo sobre el peso seco y la actividad
proteolitica paralarvaria. El tratamiento con menor racion alimentaria no produjo
incremento en peso seco respecto al peso de nacimiento, en comparaciéon con el
incremento positivo registrado en los restantes tratamientos. Tras 20 dias de cultivo las
mejores supervivencias se alcanzaron con raciones de 2 y 4 nauplios ml-1dia-1.
Elevadas densidades de nauplio suplementadas con millicapsulas resultaron en un
mejor crecimiento y mayores niveles de actividad proteolitica, tripsina y quimotripsina,
pero obtuvieron muy baja supervivencia. La actividad proteolitica total se correlacion6
con el peso seco paralarvario, en tanto que los niveles de tripsina y quimotripsina se
mantuvieron a niveles de nacimiento solo para los tratamientos con elevada racién
alimentaria, descendiendo en los restantes. Las millicapsulas disefiadas para la
presente experiencia fueron ingeridas por las paralarvas a edad de 5 dias, pero no
produjeron incremento en peso significativo y su utilidad es incierta. Se pudo concluir
que nauplios de Artemia enriquecidos pueden ser de utilidad como alimento inicial de
paralarvas de pulpo para lograr doblar el peso de nacimiento de éstas, periodo que se
extiende entre 11-14 dias a 20°C. Transcurrido este periodo es necesaria presa de
mayor tamafo y/o microdieta adecuada. El conjunto de resultados obtenidos durante el
presente estudio sobre la actividad proteolitica en paralarvas de Octopus vulgaris se

hallan descritos detalladamente en Villanueva et al (2002).
Grado de consecucion de objetivos.

Los objetivos previstos se han centrado en el cultivo larvario intensivo, habiéndose
realizado las actividades previstas para el proyecto. Aun asi, el discreto crecimiento
paralarvario de todos los cultivos realizados empleando diferentes protocolos
alimentarios y la elevada mortalidad registrada, no ha permitido la obtencién de

juveniles bentdnicos.
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Se ha logrado la obtencion de perfiles bioquimicos lipidicos y proteicos de paralarvas y
sus presas que seran de elevado interés para determinar los requerimientos
nutricionales de esta especie durante su cultivo larvario. A partir de los datos obtenidos
se considera que el principal problema a resolver durante el cultivo larvario es de orden
nutricional. Se considera que para alcanzar los requerimientos nutricionales
paralarvarios, los futuros cultivos basados en la linea de coalimentacion (Artemia +
microdieta) deben considerar alimentos equilibrados en fosfolipidos, colesterol y acidos
grasos poliinsaturados, particularmente DHA, asi como proteinas ricas en lisina,
leucina y arginina. Los perfiles lipidicos de nauplios de Artemia enriquecida se hallan
distantes de los requerimientos de paralarvas de pulpo. Por otro lado, el perfil de
aminoacidos esenciales de nauplios de Artemia enriquecidos no parece desviarse en
gran medida del perfil de aminoacidos de paralarvas de pulpo durante la primera
alimentacion, siendo solo ligeramente deficitarios en histidina. La obtencion de
microdietas equilibradas de adecuada palatabilidad y aceptacion por las paralarvas es

un objetivo todavia por alcanzar.
e Centro de Investigacions Marifias (Xunta de Galicia)
Analisis bioquimicos de presas y paralarvas.

Las muestras de presas y de paralarvas analizadas durante los afios 2001-2003 fueron
suministradas por el C.O. de Vigo del IEO y por el Centro de Experimentacion

Pesquera de Gijon perteneciente a la C.A. Asturiana.

La alimentacion de las paralarvas ha consistido basicamente en Artemia salina adulta
de diferentes edades y con diferentes enriquecimientos complementada con otro
organismo vivo que pudiese cubrir parcialmente los requerimientos nutritivos de las
paralarvas de pulpo. Se han utilizado zoeas de centolla suministradas durante un corto
periodo de tiempo con la finalidad de plantear un sistema viable desde el punto de vista
industrial y de complementar una dieta estandar como Artemia con un alimento similar
al utilizado por las paralarvas en el medio natural. También se han analizado otro tipo
de presas como misidaceos, pulga de mar, asi como zooplancton congelado y

liofilizado utilizado como enriquecedor de la Artemia.
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Las paralarvas analizadas procedentes de los cultivos realizados en el C.O. de Vigo del
IEO se cultivaron siguiendo la metodologia descrita por Iglesias et al. (1997) y Moxica
et al. (2001). El alimento de los reproductores consiste en crustaceos de bajo valor
comercial y el cultivo larvario se realiza en tanques de 1000-2000 litros de capacidad
habiéndose realizado un cultivo en tanques de 9000 litros. En el Centro de
Experimentacion Pesquera de Gijon, el cultivo se realizé en tanques de un volumen de
30 I. La alimentacion larvaria consistido en el suplemento diario de 0,7 - 1,0 zoeas/ml y
de 0,3 - 0,8 Artemias/ml en dias alternos. Se realizaron recuentos larvarios y cambio de

tanque cada 20 dias.

Se realizaron los siguientes analisis bioquimicos: proteinas totales por el método de
Bradford (1976). Los lipidos totales fueron extraidos con cloroformo-metanol (2:1)
esencialmente por el método de Blight & Dyer (1959) modificado por Fernandez Reiriz
et al (1989) y la determinacién cuantitativa se realiza por gravimetria. Las clases de
lipidos se separan por TLC segun Freeman & West (1966) y Bitman & Wood 1982 y se
cuantifican por densitometria. Los acidos grasos se analizan por Cromatografia de
Gases (CQG).

Andlisis de presas

En las Tablas | ay | b se presentan los resultados de los andlisis realizados durante los
anos 2001-2003 de las siguientes presas: Artemia salina en diferentes estados y
tamanos: Artemia de 1 dia de vida en inanicion, Artemia enriquecida con fitoplancton
(Tetraselmis suecica, Isochrysis galbana y Chaetoceros gracilis) y con zooplancton
congelado durante 6 y 24 horas, Artemia adulta de 3, 16 y 36 dias de vida con tallas de
500um, 1,28 mm y 3,92 mm alimentada durante 48 horas con zooplancton liofilizado,

zoeas de centolla (Maja squinado), misidaceos y zooplancton congelado y liofilizado.
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Tabla la. Composicién bioquimica de presas vivas utilizadas en la alimentacién
larvaria del pulpo (2001-2003)

Artemia Artemia Artemia Artemia Artemia Artemia Artemia
1 diade | enriquecida enriquecida enriquecida adulta 16 adulta 36
vida en (Tetra, Iso, 6 horas 24 horas adu.ltef 3 dias dias dias
inanicién Chaet.) (z.congelado) | (z.congelado) (zlcfilizado) (z.liofilizado) | (z.liofilizado)
Proteinas y lipidos (% Peso seco)
Proteinas 37,83 48,35 40,43 40,58 55,82 54,29 60,01
Lipidos 18,65 10,93 21,98 21,32 19,20 22,89 12,18
Clases de lipidos (% total de lipidos)
Esteres+ Ceras 0,00 4,89 3,59 0,00 0,00 0,00 0,00
Triglicéridos 39,6 0,00 57,0 35,44 40,60 40,6 38,05
A. grasos libres 0,70 11,36 4,64 2,04 9,64 4,36 9,62
Esteroles 2,17 5,85 4,80 2,69 2,54 2,57 2,54
Fosfolipidos 26,7 52,55 29,97 36,2 30,02 25,69 52,16
Acidos Grasos (% sobre el total)
PUFA 18,9 30,7 26,4 27,3 26,6 38,6 32,9
Saturados 26,6 244 25,1 24,2 26,3 241 25,7
Monoinsaturados 54,5 37,5 48,5 48,6 47,2 37,3 41,4
Sum (n-3) 12,6 22,24 20,8 22,0 20,8 20,5 19,3
Sum (n-6) 6,14 7,8 5,57 5,0 5,59 17,6 13,5
EPA 20:5(n-3) 11,0 17,24 15,7 17,0 15,6 10,5 13,2
DHA 22:6(n-3) 0,05 0,60 2,95 2,85 2,38 3,21 2,24
(n-3)/(n-6) 2,04 2,85 3,72 4,41 3,73 1,16 1,43
DHA/EPA 0,00 0,03 0,19 0,17 0,15 0,31 0,17
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Tabla Ib Composicién bioquimica de presas vivas utilizadas en la alimentacion
larvaria del pulpo (2001-2003)

Zoeas de o Pulga ?je mar Zooplancton | Zooplancton
centolla Misidaceos (Talitrus congelado liofilizado
saltator)
Proteinas y lipidos (% Peso seco)
Proteinas 16,77 12,60 19,97 22,37 35,91
Lipidos 10,61 14,20 19 13,47 9,65
Clases de lipidos (% total de lipidos)

Esteres+ Ceras 4,89 0,00 12,11 14,79
Triglicéridos 0,00 0,00 0,62 0,00
A. grasos

libres 10,72 4947 22,13 29,71
Esteroles 12,17 5,89 2,02 0,00
Fosfolipidos 57,82 10,72 26,83 20,95

Acidos Grasos (% sobre el total)

PUFA 46,74 51,15 18,29 39,82 43,41
Saturados 25,12 28,33 35,45 35,77 35,85
Monoinsaturados 21,68 17,25 40,75 24,40 20,74
Sum (n-3) 37,76 47,26 4,81 36,96 39,70
Sum (n-6) 7,24 2,86 12,54 2,27 2,67
EPA 20:5(n-3) 20,32 26,94 2,63 20,97 14,57
DHA 22:6(n-3) 15,53 17,67 0,58 13,62 19,55
(n-3)/(n-6) 5,21 16,52 0,38 16,28 14,87
DHA/EPA 0,76 0,66 0,22 0,65 1,34
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Los resultados reflejan la influencia del enriquecimiento sobre la composicion
bioquimica de la Artemia. Se alcanzan valores de proteinas del 48 y 41% del peso
seco en Artemia enriquecida con fitoplancton y zooplancton respectivamente frente al
38% de los metanauplius en inanicion. En cuanto a las diferentes clases de lipidos, los
fosfolipidos representan el 52% de los lipidos totales cuando el enriquecimiento se
realiza con fitoplancton y el 36% tras 24 horas de enriquecimiento con zooplancton
congelado. No existe una relacion clara entre el contenido de triglicéridos (TAG) en el
zooplancton que carece de esta clase de lipidos y su contenido en los metanauplius de
Artemia enriquecidos, donde los TAG se incrementan a las 6 horas de enriquecimiento
con zooplancton para volver a los valores iniciales a las 24 horas. El contenido en
PUFA supone en la Artemia en inanicion el 19% del total de acidos grasos, que se
incrementa hasta el 31% cuando esta enriquecida con fitoplancton y entre el 26- 27%
del total con zooplancton congelado. Particularmente destacable es la diferencia
existente en el contenido del acido docosahexaenoico, 22:6(n-3), entre la Artemia en
inanicion que carece de este acido graso y los metanauplius enriquecidos con
zooplancton congelado donde suponen el 3% del total frente al 0,6% obtenido cuando

se enriquece con fitoplancton.

La Artemia adulta alimentada con zooplancton liofilizado presenta valores de proteinas
mas elevados que los metanauplius (54-60% del peso seco). El contenido en
fosfolipidos se incrementa notablemente desde los 16 dias de vida en que supone el
26% de los lipidos totales hasta el 52% con 36 dias de vida. Los TAG suponen entre el

38 y el 41% de los lipidos totales.

El contenido en acidos grasos poliinsaturados (PUFA) varia en el zooplancton entre el
40 y el 43% del total de acidos grasos. La Artemia adulta presenta el contenido mas
alto de PUFA con 16 dias de vida suponiendo el 39% del total de acidos grasos. El
22:6(n-3) representa el 3% del total de acidos grasos. Este acido graso alcanza valores

de 14 y 19% del total en zooplancton congelado vy liofilizado respectivamente.
Las zoeas de centolla utilizadas como presa complementaria en la alimentacion de las

paralarvas de pulpo en los cultivos realizados en el C.O. de Vigo y en la C.A. de

Asturias presentan una composiciéon bioquimica notablemente diferente a la Artemia.

44



g JACUMAR
PLAN NACIONAL DEL PULPO

Mientras que las proteinas y lipidos totales presentan en general valores mas bajos, 17
y 11% del peso seco respectivamente, si analizamos las clases de lipidos observamos
un alto contenido en fosfolipidos (58% del total de lipidos) sensiblemente mas elevado
que los obtenidos en la Artemia enriquecida con zooplancton (30-36%) y solo
comparable a los metanauplius enriquecidos con fitoplancton y a la Artemia adulta de
36 dias alimentada con zooplancton liofilizado donde alcanzan el 52% del total de
lipidos. Los acidos grasos libres y los esteroles presentan también valores mas
elevados. Los PUFA representan en las zoeas el 47% del total de acidos grasos muy
superior a los valores obtenidos en los metanauplius enriquecidos y adultos de
Artemia. El 22:6(n-3) representa el 15,5% del total de acidos grasos frente al maximo
del 3% de la Artemia. La pulga de mar (Talitrus saltator) presenta un bajo contenido en
PUFA. Otras presas utilizadas a pequefa escala en la alimentacion de paralarvas en la
C.A. de Asturias como los misidaceos aunque presentan un contenido de fosfolipidos
sensiblemente inferior a Artemia y zoeas podrian ser de interés dado su alto contenido
en PUFA y en particular de 22:6(n-3).

Durante el afio 2004 se han recibido procedentes del IEO de Vigo diversas muestras
de presas que consisten esencialmente en Artemia a diferentes concentraciones
enriquecida con Isochrysis y con diferentes concentraciones de zooplancton congelado
y liofilizado, asi como bolo (Ammodites sp.) y zooplancton liofilizado. El bolo liofilizado
presenta un mayor nivel de proteinas (54% del peso seco) y de fosfolipidos (60% del
total de lipidos) que el resto de los alimentos analizados. El nivel de 22:6(n-3)
representa en el bolo liofilizado y en el zooplancton liofilizado el 13 y 16% del total de
acidos grasos respectivamente, muy superior a los valores obtenidos en la Artemia

enriquecida que en estas muestras oscila entre el 0,3-0,6% del total.

Andlisis de paralarvas

En las Tablas Il a y b se presentan los datos correspondientes a la composicidon
bioquimica de las muestras de paralarvas de pulpo procedentes de los cultivos

realizados durante los afios 2001-2003 en el CO. de Vigo (lote 1) y en la C.A. Asturiana
(lote 2).
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En ambos casos se ha utilizado un sistema semi-intensivo a diferentes volumenes de
cultivo (mas altos en el IEO de Vigo que en la C.A. Asturias) y la alimentacion ha
consistido basicamente en la utilizacion de Artemia enriquecida y zoeas de crustaceos.
Este sistema ha permitido obtener supervivencias del 31% en el C.O. de Vigo a dia 40
de vida y del 60 al 90% a los 20 dias de vida en la C.A. Asturias.

Tabla lla. Composicién bioquimica de paralarvas procedentes IEO (Vigo)
afos 2001-2003

Dia 0 Dia 1 Dia 23 Dia 30 Dia 45 Dia 56
Proteinas y lipidos (% Peso seco)
Proteinas 40,19 54,38 43,73 46,63 61,22 46,92
Lipidos 13,44 14,29 17,56 10,9 15,36 13,17
Clases de lipidos (% total de lipidos)
Esteres+ Ceras 0,00 0,17 0,00 0,00 0,00
Triglicéridos 0,00 0,17 0,00 0,00 0,00
A. grasos 38,14 3,84 15,56 1,65 4,39
libres
Esteroles 8,30 22,09 16,20 14,43 17,95
Fosfolipidos 36,45 34,08 51,73 43,91 37,66
Acidos Grasos (% sobre el total)

PUFA 53,21 41,1 41,57 43,5 43,21 46,6
Saturados 28,34 34,49 33,74 30,7 31,65 29,8
Monoinsaturados | 10,93 9,72 17,34 18,3 16,5 13,4
Sum (n-3) 41,80 34,19 30,65 31,7 26,3 33,3
Sum (n-6) 7,07 4,25 7,09 8,7 12,07 9,2
EPA 20:5(n-3) 15,87 13 15,97 19,79 14,38 18,97
DHA 22:6(n-3) 23,90 19,97 12,52 7,76 10,73 10,65
(n-3)/(n-6) 5,91 0,12 0,23 3,64 0,46 0,28
DHA/EPA 1,51 1,54 0,78 0,39 0,75 0,56
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Tabla Ilb. Composicién bioquimica de paralarvas procedentes de C.A.Asturias.

Dia 0 Dia 30 Dia 40

Proteinas y lipidos (% Peso seco)

Proteinas 32,85 33,04 41,19
Lipidos 13,73 16,39 10,24
Clases de lipidos (% total de lipidos)

Esteres+ Ceras 2,43 3,90

Triglicéridos 0 0

A. grasos libres 6,80 21,22

Esteroles 11,58 11,35

Fosfolipidos 46,36 36,81

Acidos Grasos (% sobre el total)

PUFA 56,12 49,92 42,62
Saturados 31,45 29,01 33,41
Monoinsaturados 7,95 16,57 16,01
Sum (n-3) 46,82 37,61 30,71
Sum (n-6) 5,99 7,97 7,10
EPA 20:5(n-3) 15,13 16,13 13,63
DHA 22:6(n-3) 26,04 19,17 15,43
(n-3)/(n-6) 7,82 4,72 4,32
DHA/EPA 1,72 1,19 1,13

Las diferencias mas destacables en la composicion bioquimica de las paralarvas de
ambas procedencias (véanse paralarvas de dia 30) son un mayor contenido proteico y
en fosfolipidos en las paralarvas del lote 1 y un mayor % de PUFA y especialmente
22:6(n-3) en el lote 2. Estas diferencias pueden ser debidas a que en ambos lotes no
se ha seguido un protocolo estandarizado ni en las condiciones de cultivo ni en la
alimentacion (tipo de enriquecedor de la Artemia, cantidad de zoeas afiadidas,
secuencia de alimentacion etc.). Por ello estos resultados deberian ser ratificados con

posteriores experimentos.

La Tabla Ill se ha realizado tomando los datos medios a las diferentes edades de las
paralarvas de los cultivos realizados durante los afios 2001-2003 en los centros citados
con la finalidad de ofrecer una vision general de la evolucion de la composicion

bioquimica de las paralarvas a lo largo del desarrollo.
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Tabla Ill. Composicién bioquimica de paralarvas de pulpo a lo largo de su desarrollo

Dia0 | Dia1 | Dia23 | Dia 30 | Dia40 | Dia45 | Dia 56
Proteinas y lipidos (% Peso seco)

Proteinas 37,75 | 54,38 | 43,73 | 39,84 | 41,19 | 61,22 | 46,92
Lipidos 13,54 | 14,29 | 17,56 | 13,65 | 10,24 | 15,36 | 13,17
Clases de lipidos (% total de lipidos)

Esteres+ Ceras 1,22 0,17 1,95 0,00 0,00
Triglicéridos 0,00 | 0,17 0,00 0,00 0,00
A. grasos 22,47 | 3,84 18,39 1,65 4,39

libres

Esteroles 9,94 | 22,09 13,78 14,43 | 17,95
Fosfolipidos 41,41 | 34,08 44,27 43,91 37,66

Acidos Grasos (% sobre el total)

PUFA 54,18 | 41,1 | 41,57 | 46,71 | 42,62 | 43,21 46,6
Saturados 29,38 | 34,49 | 33,74 | 29,86 | 33,41 | 31,65 29,8
Monoinsaturados | 9,94 | 9,72 | 17,34 | 17,44 | 16,01 16,5 13,4
Sum (n-3) 43,48 | 34,19 | 30,65 | 34,66 | 30,71 26,3 33,3
Sum (n-6) 6,71 | 4,25 7,09 8,34 7,1 12,07 9,2
EPA 20:5(n-3) 15,62 13 15,97 | 17,96 | 13,63 | 14,38 | 18,97
DHA 22:6(n-3) 24,62 | 19,97 | 12,52 | 13,47 | 1543 | 10,73 | 10,65
(n-3)/(n-6) 0,15 | 0,12 0,23 0,24 0,23 0,46 0,28
DHA/EPA 1,58 | 1,54 0,78 0,75 1,13 0,75 0,56

Las proteinas varian en las paralarvas de pulpo entre el 38 y el 61% del peso seco
mientras que los valores de lipidos totales oscilan entre el 10 y el 18%. Las paralarvas
de pulpo carecen practicamente de lipidos de reserva (TAG y Esteres + ceras). Los
acidos grasos libres y los esteroles estan representados en cantidades variables
representando a dia 56 de vida el 4,4 y el 18% de los lipidos totales respectivamente.
Los fosfolipidos representan la clase de lipidos mayoritaria en las paralarvas de pulpo

suponiendo entre el 34 y el 44% del total de lipidos.
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En lo referente a acidos grasos, los PUFA suponen entre el 41 y el 54%, los saturados
oscilan entre el 30-34% y los monoinsaturados representan entre el 10 y el 17% del
total. Los PUFA (n-3) suponen el 43,5% del total de acidos grasos en las paralarvas
recién eclosionadas produciéndose un descenso a lo largo del desarrollo con valores
del 26 y 33% a dias 45 y 56 de vida respectivamente. El nivel de 22:6(n-3) supone el
25% del total en las paralarvas recién eclosionadas descendiendo a lo largo del

desarrollo hasta valores del 11% a dias 45 y 56 de vida (Fig.1 ay b).
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Fig.1. Evolucion de los valores medios de PUFA y 22:6(n-3) a lo largo del desarrollo de las paralarvas

de pulpo alimentadas c/Artemia + zoeas de crustaceos
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Los resultados de las paralarvas analizadas procedentes de los cultivos realizados en

el IEO (Vigo) en el ano 2004 se exponen en la Tabla IV. Se corresponden con

paralarvas de 9 y 30 dias de vida alimentadas con Artemia enriquecida con

zooplancton, paralarvas de 30 dias de vida alimentadas con Artemia + raspado de

bolo, Artemia + raspado de zooplancton y bolo desde el dia 9 de vida y paralarvas de

46 dias de vida alimentadas con Artemia + raspado de bolo.

Tabla IV. Analisis paralarvas 2004 procedencia IEO (Vigo)

Dia 9 Dia 30 Dia 30 Dia 30 Dia 30 Dia 46
Alimento Alimento: Alimento: Alimento: | Alimento:| Alimento:
Art. Art.enriquecida | Art.+raspado | Art.+raspado Bolo | Art.+raspado
enriquecida con zoop de bolo de zoop. desde de bolo
con zoop. dia9
Proteinas y lipidos (% Peso seco)
Proteinas 49,04 46,82 48,79 44,01 45,58 41,37
Lipidos 17,18 18,16 14,74 16,07 18,97 14,83
Clases de lipidos (% total de lipidos)
Esteres+ Ceras 2,12 2,14 2,46 2,49 1,76 2,70
Triglicéridos 3,62 4,83 2,63 7,14 0,96 5,97
A. grasos libres 0,91 0,00 0,00 0,00 13,93 0,00
Esteroles 12,15 10,92 14,90 11,53 9,23 16,04
Fosfolipidos 41,21 42,12 40,01 40,29 34,53 35,29
Acidos Grasos (% sobre el total)
PUFA 36,58 32,08 43,46 41,97 40,27 41,42
Saturados 28,63 29,74 29,98 29,93 30,97 34,00
Monoinsaturados 34,79 38,18 26,56 28,10 28,76 24,58
Sum (n-3) 27,34 20,88 29,19 28,34 25,11 26,89
Sum (n-6) 6,66 8,87 11,35 11,01 14,00 11,98
EPA 20:5(n-3) 14,98 15,82 18,99 18,30 13,08 18,33
DHA 22:6(n-3) 11,25 3,94 8,19 7,84 7,02 6,06
(n-3)/(n-6) 4,11 2,35 2,57 2,57 1,79 2,24
DHA/EPA 0,75 0,25 0,43 0,43 0,54 0,33
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Los PUFA representan entre el 40-43% del total de acidos grasos en las paralarvas de
30 dias de vida alimentadas con Artemia complementada con raspado de bolo
liofilizado 6 de zooplancton liofilizado asi como en las que han sido alimentadas con
bolo desde el dia 9 de vida. El 22:6(n-3) supone en estas muestras entre el 7-8% del
total de acidos grasos. Aunque estos valores son inferiores a los valores medios,
obtenidos en paralarvas de la misma edad alimentadas con Artemia + zoeas, donde los
PUFA suponen el 47% del total de acidos grasos y el 22:6(n-3) el 13,5%, son similares
a los obtenidos en paralarvas cultivadas en el IEO de Vigo (lote 1) y superiores a los
obtenidos con Artemia enriquecida con batido de zooplancton en que los PUFA

suponen el 32% y el 22:6(n-3) alcanza el 4% del total de acidos grasos (Fig.2 ay b).
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Fig.2. Evolucion de los valores de PUFA y 22:6(n-3) en paralarvas de 30 dias de vida alimentadas con:

1. Artemia+zoeas de crustaceos
2. Artemia enriquecida con zooplancton
3. Artemia +raspado de bolo
4. Artemia + raspado de zooplancton
5. Bolo desde el dia 9 de vida

51



c JACUMAR
PLAN NACIONAL DEL PULPO

Ademas, el Centro de Investigacions Marifias, estudio el efecto de |a alimentacién del

stock de reproductores en la calidad de las paralarvas producidas:

Estos experimentos se llevaron a cabo durante los afios 2002 y 2003 y consistieron en
ver el efecto producido por la alimentacion de reproductores de pulpo sobre las

paralarvas producidas.

Se analizaron paralarvas procedentes de reproductores alimentados con crustaceos
de bajo valor comercial (Carcinus maenas y Polybius henslowi) par A, y 50%
crustaceos y 50% peces (Micromesisteus poutassou, Trachurus trachurus y Sardina

pilchardus), par B y con merluza y calamar (par C).

Los resultados se muestran en la Tabla V y nos indican que la composicién bioquimica
de las paralarvas A y B es bastante similar y existen diferencias significativas respecto
a las paralarvas C. Asi, el contenido proteico alcanza el 56% en par C frente al 36y el
33% en par A y par B. En cuanto a la composicién lipidica, lo mas destacable es el
menor contenido de fosfolipidos de Par C con valores de 36% del total de lipidos frente
al 40 y 44% de los lipidos totales en par A y par B respectivamente. Los esteroles son
por el contrario mas altos en par C suponiendo el 20% del total de lipidos frente al 13 y

15% en par Ay par B.
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Tabla V. Composicion bioquimica de paralarvas de pulpo recién eclosionadas procedentes de

reproductores alimentados con diferentes alimentos.

Par A Par B Par C
Proteinas y lipidos (% Peso seco)
Proteinas 35,87 33,06 56,07
Lipidos 15,10 15,84 13,89
Clases de lipidos (% total de lipidos)
Esteres + Ceras 0,00 0,00 0,00
Triglicéridos 0,00 0,00 0,00
A. grasos libres 6,65 0,88 4,06
Esteroles 12,88 15,41 19,95
Fosfolipidos 40,47 43,72 35,99
Acidos Grasos (% sobre el total)

PUFA 56,03 56,55 47,13
Saturados 31,56 31,73 41,90
Monoinsaturados 12,41 11,71 10,97
Sum (n-3) 44,26 46,96 38,66
Sum (n-6) 7,3 5,17 5,15
EPA 20:5(n-3) 16,43 17,85 14,59
DHA 22:6(n-3) 25,54 27,33 22,75
(n-3)/(n-6) 6,06 9,08 7,51
DHA/EPA 1,55 1,53 1,56

Todos los acidos grasos tienen valores sensiblemente mas altos en par A y par B que
en par C. Los PUFA alcanzan valores del 56% del total de acidos grasos en par Ay par
B frente al 47% en par C. Los PUFA de la serie (n-3) suponen el 44 y 47% del total de
acidos grasos en par Ay par B y el 39% en par C. Aunque el contenido en 20:5 (n-3) y

22:6 (n-3) es ligeramente mas alto en par A y par B que en par C sin embargo la tasa

22:6(n-3)/20:5(n-3) alcanza valores similares en los tres tipos de paralarvas.

Grado de consecucion de objetivos.

Se han llevado a cabo las actividades previstas en el CIMA en cuanto a analisis

bioquimicos de presas y paralarvas de pulpo y a la influencia de la alimentacién de los

reproductores sobre las paralarvas producidas.
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Los datos presentados de composicion bioquimica junto con los ya existentes permiten
avanzar en el conocimiento de los requerimientos nutritivos de las paralarvas, pero no
se han obtenido datos definitivos sobre su influencia directa sobre el crecimiento y la

supervivencia de las paralarvas.

La buena aceptabilidad de las zoeas de centolla observada en las paralarvas de pulpo
junto con el mejor crecimiento registrado cuando han sido utilizadas como
complemento alimenticio, asi como su composicién bioquimica que parece adecuarse
a los requerimientos lipidicos del pulpo, alto contenido en fosfolipidos, carencia de
triglicéridos y alto porcentaje de PUFA(Nn-3) en particular del 22:6(n-3), hacen que estas

presas sean consideradas de gran valor en las primeras fases de alimentacion viva.

La composiciéon en acidos grasos de las paralarvas alimentadas con Artemia + zoeas
es mejor que con los otros alimentos probados y semejante a la de los ejemplares
procedentes del medio natural, sin embargo la utilizacion de este método de
alimentacion a escala industrial es muy discutible ya que exigiria la disponibilidad de
una gran cantidad de presas vivas en estado larvario de esos crustaceos durante el

proceso de cultivo larvario.

Debido al alto contenido en PUFA de las paralarvas de pulpo alimentadas con Artemia
con raspado de bolo o zooplancton, en especial del 22:6(n-3), la utilizacion de estos
alimentos en el cultivo larvario del pulpo, ya probados con éxito en Japdn debe ser

tenido en consideracion para futuros cultivos.

Segun los resultados mostrados las paralarvas procedentes de reproductores
alimentados con crustaceos y crustaceos y peces presentarian una mejor composicion
lipidica (contenido mas alto de fosfolipidos y de acidos grasos) y las procedentes de los
reproductores alimentados con merluza y calamar presentarian un mas alto contenido

proteico.

54



g JACUMAR
PLAN NACIONAL DEL PULPO

Analisis histoldgico de las paralarvas producidas por los distintos sistemas de cultivo

Las experiencias descritas en este apartado se han llevado a cabo en las

Comunidades Autonomas Balear y Canaria.

e Estacion de Acuicultura de la Conselleria d”Agricultura i Pesca Balear.

La gran mortalidad que se observa en la fase de cria larvaria del pulpo, O. vulgaris, es
el principal impedimento para cerrar el ciclo de cultivo de la especie. Muy poco se
conoce de esta fase temprana de vida en el pulpo salvaje, que permita aportar datos
sobre la etiologia de la mortalidad larvaria observada en cria experimental. Se sabe
que, que después de la eclosion, las paralarvas forman parte del plancton hasta que
alcanzan la fase bentonica, experimentando multiples cambios morfoldgicos
relacionados con la adaptacion a los nuevos habitos de vida, la duracion de los cuales
depende parcialmente de la temperatura (Mangold, 1983). A este respecto, es muy
interesante la revision de Nixon & Mangold (1996), que permite integrar el
conocimiento existente hasta el momento, relacionandolo con los cambios observados
en el desarrollo del sistema nervioso central de la paralarva y su comportamiento
etoldgico. Esta transicidon al estado adulto no implica una metamorfosis radical como se
observa en otros invertebrados marinos, pero si cambios secuenciales (Vecchione,
1982), que son mayores en aquellos octopodos de huevos pequefios y juveniles

planctonicos ( Guerra, 1992), como es el caso de O. vulgaris.

Con la finalidad de mejorar los aspectos tecnolégicos de la cria larvaria del pulpo y
optimizar su proceso de engorde, la JACUMAR puso en marcha el Plan Nacional del
Pulpo (2001-2004), coordinando los esfuerzos investigadores realizados en las
diversas CCAA participantes en el proyecto. Con respecto a la cria larvaria, durante
los tres afios de duracion de este Plan Nacional se han empleado diferentes regimenes
alimenticios y sistemas de cria larvaria por parte de los distintos equipos implicados,
con el objetivo ultimo de encontrar la clave que permita cerrar el ciclo de la especie en
cautividad con tasas de supervivencia razonables. En el marco del citado Plan
Nacional, muestras de paralarvas correspondientes a las diversas experiencias de cria
realizadas fueron remitidas a nuestro grupo de la CA de Baleares (P3) para su estudio

histologico.
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Los resultados obtenidos se exponen a continuacion, decribiéndose las alteraciones
detectadas en las diversas experiencias de cria y detallandose éstos por grupos de

investigacion y afio de suministro de muestras.

Las paralarvas estudiadas han sido proporcionadas por los grupos de investigacion P5
(IRTA-CSIC), P2 (CA ASTURIAS) y P8 (IEO VIGO). El grupo P1 (CA Andalucia) no

nos suministré muestras para su estudio.
Las muestras suministradas por los diversos grupos han sido las siguientes:

P2 (CA ASTURIAS), paralarvas criadas con zoeas de centollo suplementadas con
metanauplius de Artemia, en dias alternos, en cultivo semi-intensivo, segun
metodologia descrita en el informe del Plan Nacional del Pulpo correspondiente al afno
2002. Muestras recibidas el afio 2002, no se especifica fecha de cria larvaria. Muestras
desde 1 dia de edad hasta 40 dias, con la siguiente periodicidad (d = dias) y en la

siguiente cantidad (n = numero de ejemplares):

1d n=24 25dn=5
5d n=5 30dn=5
10dn=6 35dn=5
15dn=5 40dn=3
20dn=5

P5 (IRTA-CSIC), paralarvas criadas en cultivo intensivo con aporte de Artemia
enriquecida con diversos tratamientos. Los detalles de la metodologia aplicada en esta
experiencia de cria larvaria aparecen publicados en Villanueva et al. (2004). Muestras
correspondientes a las crias larvarias realizadas durante los meses de junio-julio del

2001. 4 tratamientos realizados, procediendo todas las paralarvas de la misma puesta:

Nauplio de Artemia enriquecido con SuperSelco + aminoacidos libres en el medio.

Muestras de dia 10 a dia 30 con intervalos de 5 dias, n = 5.

Con esta experiencia se pretendid evaluar los efectos del aporte de aminoacidos en el

medio en la supervivencia de las paralarvas de pulpo.
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Nauplio de Artemia enriquecido con SuperSelco exclusivamente. Muestras de dia 10 a

dia 25 con intervalos de 5 dias, n = 5.

Nauplio de Artemia enriquecido con SuperSelco y metionina + aminoacidos libres en el

medio. Muestras de dia 10 a dia 30 con intervalos de 5 dias, n = 5.

Nauplio de Artemia enriquecido con SuperSelco y metionina. Muestras de dia 10 a dia

30 con intervalos de 5 dias, n = 5.

Se decidid el enriquecimiento suplementario con Metionina debido a que este
aminoacido esencial se encuentra en un contenido relativamente bajo en los nauplios
de Artemia y en el zooplancton (Helland et al. 2000, 2003). La suplementacién de
dietas artificiales con Lys y Met ha demostrado promover un crecimiento significativo

en subadultos de S. officinalis (Domingues, 1999).

P8 (IEO-VIGO), paralarvas criadas con aporte de zoeas de crustaceos, siguiendo la
metodologia descrita por Iglesias et al. (2003). Muestras correspondientes a las crias

larvarias del ano 2002 (sin especificar fecha) y del 2003 (junio-julio).
Ano 2002, del dia 0 a dia 23, con la siguiente periodicidad y cantidad:
0Od n=5 156d n=5
5d n=5 20d n=5
10dn=8 23d n=5
Ano 2003, del dia 0 a dia 13, 4 tratamientos distintos:
Cria normal, con Artemia vy fitoplancton en el tanque, se trata de paralarvas que
sufrieron un episodio patolégico. Muestras de dia 0, 2, 4, 7 y 10, n = 10 (prueba
desarrollada del 23 de junio al 3 de julio).
Cria con fitoplancton el tanque y aporte de Artemia y zooplancton congelado, L-13.

Muestras de dia 0, 2, 4, 7, y 10, n =10 (prueba desarrollada del 23 de junio al 3 de

julio).
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Cria con fitoplancton en el tanque, aporte de Artemia y tratamiento en el agua de
probidticos. Muestras de dia 1, 3, 5, 7, 10 y 13, n =10 (prueba desarrollada del 5 de
julio al 17 de julio).

Cria con fitoplancton en el tanque, aporte de Artemia y de zoeas (a partir de dia 4).

Muestras de dia 5, 7, 10 y 12, n =10 (prueba desarrollada del 11 de julio al 18 de julio).

Las muestras fueron incluidas, en su mayoria, en 2-OH-etil-metacrilato, al ser su
numero escaso y permitir esta técnica alcanzar una mejor resolucién en la observacion
microscopica. El mayor numero de muestra proporcionado en el ano 2003 por el

participante P8 permitio la inclusion de parte de ella en paraplast.

Las muestras procesadas en metacrilato fueron inmediatamente deshidratadas en un
gradiente creciente de etanoles, para su posterior inclusion y su corte semifino a 3-
4um. Las secciones obtenidas se tifleron mediante las siguientes técnicas
histomorfolégicas: Hematoxilina de Mayer/eosina acética y azul de toluidina al 1% en

tampon boérax.

Las muestras procesadas en paraplast fueron deshidratadas en un gradiente creciente
de alcohol-acetona, aclaradas en xileno, incluidas en paraplast y seccionadas a 4-5um.
Las secciones obtenidas se tifieron con la tincion histomorfolégica de hematoxilina de
Mayer/eosina acética, asi como con las tinciones complementarias de GRAM y de

PAS, en aquellos casos en que se estimé oportuno.
Desarrollo histologico de los diversos 6rganos

Las paralarvas presentan, desde el dia 0, el cuerpo divido en 2 partes claramente
delimitadas: el cefalopodio, que consta de la cabeza, de la corona de tentaculos y del
sifon, y el visceropalio, que consiste en un saco muscular o manto, en cuyo interior se
alojan las branquias y las visceras; el espacio vacio que dejan éstas se denomina
cavidad paleal (Guerra, 1992). La larva recién eclosionada es un cefaldpodo completo
en miniatura, con el tubo digestivo perfectamente formado y la boca abierta, con una
reserva nutritiva en su saco vitelino interno, que va siendo reabsorbida en paralelo con

la digestion de presas capturadas activamente (Boletzky, 1989).
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Hay que destacar que, durante el desarrollo larvario de los cefalépodos, se producen
cambios mas 0 menos dramaticos y progresivos en las proporciones corporales, pero

no drasticas metamorfosis (Boletzky, 1974).

En el cefalopodio podemos observar, a lo largo del desarrollo larvario, una progresiva
evolucion del sistema nervioso, que ya desde la eclosion presenta unos lobulos Opticos
bien desarrollados, y del cerebro que, poco a poco, va aumentando en tamafo y
complejidad. Se pueden observar, también, los ganglios braquiales situados en los
brazos, cuyo numero y complejidad va en desarrollo paralelo al del correspondiente
brazo. El numero de ventosas aumenta de forma progresiva a lo largo de la etapa de
crecimiento larvario (Nixon & Mangold, 1996). Los ojos presentan una gran
complejidad, pudiéndose distinguir en ellos, desde el primer dia de la eclosion, una
lente bien formada, que divide al ojo en una camara anterior y una posterior, donde se
localiza el humor vitreo. La anatomia de la retina es relativamente simple comparada
con el ojo de los Vertebrados, y consta solo de 2 componentes neurales: las células
visuales y las fibras eferentes. La retina puede dividirse histolégicamente en 3 capas:
La capa externa, la mas gruesa, que consta de células de soporte y del segmento
distal de las células visuales, en la base del cual se situa el fotopigmento; la capa
interna, que esta formada por el segmento proximal de las células visuales, donde se
localizan los nucleos; y la capa plexiforme. La localizacién del fotopigmento depende
de la adaptacion a la luz: en los ojos adaptados a la oscuridad se localiza en la base de
la capa externa, mientras que en la vision diurna, el pigmento migra distalmente
(Budelmann et al., 1997).

En el visceropalio, el dia 0 se observa una gran masa de vitelo central localizada en el
saco vitelino interno, que no forma una masa homogénea, sino que se encuentra
distribuida a modo de “plaquetas” vitelinas, que estan siendo activamente reabsorbidas

por el sincitio vitelino (Fig. 1).
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Fig. 1. Paralarva de 0d de edad alimentadas con zoeas de crustaceos. Muestras del IEO Vigo. Se
observan las glandulas salivares posteriores (GSP) adyacentes al saco vitelino interno (VI), que esta

siendo reabsorbido por el sincitio vitelino (SI).

El dia 1 se observan restos del saco vitelino interno y del sincitio vitelino, que no se
observan en las muestras posteriores. Una cadena de ganglios periféricos conforman
el sistema nervioso localizado en el visceropalio, cuya complejidad es cada vez mas
evidente a medida que avanza el desarrollo larvario (Fig. 6). En cuanto al sistema
digestivo, desde el dia 1 se observa la existencia del buche (Fig. 2) y del es6fago, con
la envuelta quitinosa en formacion, la existencia de un estémago primordial (Fig. 2) con
envuelta quitinosa, el ciego helicoidal (Fig. 2) y el intestino (Fig. 6). Una enorme
glandula digestiva (Fig. 2) ocupa la mayor parte de la cavidad celomatica visceral, y
anteriormente a ella se localizan las glandulas salivares posteriores (GSP; Fig.1y 2),
pares, dispuestas en torno al eséfago y al buche. Pueden verse alrededor del buche y
el eséfago, los canales terminales de ambas glandulas salivares. Entre estos canales
terminales se observa la vena cefalica. Ventralmente a la glandula digestiva se
encuentra la bolsa de tinta y su glandula aneja, claramente visibles. También en la
base de la glandula digestiva pueden observarse, claramente distinguibles a partir del
dia 10 de edad, en posicion anterior al estdmago y localizados dentro de la misma
capsula glandular, los apéndices pancreaticos (Fig. 6), que en los octopodos estan
constituidos por tubulos tapizados por un epitelio simple columnar (Bidder, 1966). Los
primordios branquiales en desarrollo, localizados en la cavidad paleal, se observan

lateralmente a ambos lados de la glandula digestiva (BR, Fig. 2, Fig. 6).
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En la base de ambas branquias se distingue el primordio de la glandula branquial (Fig.
6). Junto a las branquias, ya en el celoma pericardico, se localizan los corazones
branquiales. Proximos a ellos encontramos los apéndices renales de la vena cava, que
junto con los apéndices pericardicos constituyen los mas importantes 6rganos

excretores.

Fig. 2. Paralarva de 10d de edad alimentada con zoeas de crustaceos. Muestras del IEO Vigo. Seccién
longitudinal. Se observa el buche (BU), en posicién medial respecto a las glandulas salivares posteriores
(GSP), la glandula digestiva (GD), las branquias (BR), el estémago (ES) y el ciego (Cl). SNC, Sistema

Nervioso Central.

Estos son los principales érganos que se observan en las paralarvas, cuya complejidad
y tamanio relativo va variando a medida que progresa el desarrollo larvario.

La epidermis de los cefalépodos esta constituida por un epitelio simple columnar
formado por células epiteliales que presentan una superficie apical en cepillo, células
sensoriales, células ciliadas y células mucosas. En la dermis, formada por tejido
conectivo, se localizan los cromatdéforos, iridoforos, leucoforos y células reflectoras
(Brocco, 1976).

En el presente informe nos centraremos en la descripcion de las alteraciones
localizadas en el tracto digestivo, asi como en las glandulas salivares posteriores y en
la epidermis, al ser éstos los principales érganos responsables de la digestién y la

absorcion de nutrientes en cefalépodos.
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Las glandulas salivares posteriores secretan una sustancia viscosa en la cavidad bucal
anterior, la cual es una mezcla de diferentes substancias biolégicamente activas
(Budelmann et al.,, 1997). La secrecion incluye una potente neurotoxina llamada
cefalotoxina que provoca la paralisis de las presas retenidas en sus brazos (Ghiretti,
1959). Ademas, la secrecidén salivar contiene proteasas (Morishita, 1978), capaces de
disolver las uniones musculares del caparazén de los crustaceos y de permitir a los
pulpos la ingestion del contenido de éstos, dejando los restos cuticulares
completamente limpios cuando son descartados (Best & Wells, 1984; Kasugai, 2001).
Recientemente se ha descrito, también, actividad hemolitica en la saliva del pulpo E.
cirrhosa, no asociada a enzimas proteoliticos, cuya funciéon podria ser aumentar la
permeabilidad de la membrana celular y, de esta manera, favorecer la accion
enzimatica de los enzimas digestivos (Key et al., 2002). Se ha demostrado la existencia
de una elevada actividad proteolitica localizada en las glandulas salivares posteriores
de las paralarvas de pulpo (Boucaud-Camou & Roper, 1995), que pueden facilitar la
penetracion de las toxinas en los tejidos de la presa, pero también pueden desarrollar
un papel en la digestién de los tejidos y acelerar la eficiencia y velocidad de la
digestidon, la cual es mas rapida en juveniles de cefalépodos (Boucher-Rodoni et al.,
1987). Se ha discutido sobre la posibilidad de una digestion externa en los octépodos,
que parece limitarse a la rotura de las uniones musculares con el caparazén,
permitiendo la ingestion del contenido blando de las presas de crustaceos (Mangold &
Bidder, 1989). Existen evidencias de este mismo comportamiento alimentario y, por
tanto, de digestion externa, en paralarvas de pulpo alimentadas con zoeas de
crustaceos, dejando como descarte, tras la alimentacidn, el exoesqueleto entero y

vacio, sin desmembrar los apéndices (Hernandez-Garcia et al., 2000).

La glandula digestiva o hepatopancreas es el mayor o6rgano glandular de los
cefalopodos. Posee multiples funciones, algunas no completamente bien

comprendidas, entre las que podemos citar las siguientes:

(1) sintesis y secrecién de enzimas digestivos, (2) reabsorcion y metabolismo de
nutrientes, (3) almacenamiento de reservas y (4) excrecion de productos de desecho
(Bundelmann et al., 1997). Histolégicamente, estas glandulas estan constituidas por
tubulos tapizados por un epitelio simple. Se han descrito 3 tipos celulares en la
glandula digestiva de los pulpos, denominados en la literatura clasica “cellules a

boules”, “grey body cells” y “basal cells” (Bidder, 1957).

62



s JACUMAR
PLAN NACIONAL DEL PULPO

En la actualidad se cree que solo existen 2 tipos celulares: las células basales o células
de reemplazo y las mucho mas numerosas células digestivas (“cellules a boules” de la
denominacion clasica), con capacidad multifuncional y estructura poliférmica (Boucher-
Rodoni, 1982b, Bundelmann et al., 1997). Las células de cuerpos grises o “grey body
cells” no serian mas que estados de transicion de las células digestivas (“Cellules a
boules”), con un aspecto microscopico tan modificado que las hace dificiimente
distinguible al microscopio Optico y cuyo caracter seria excretor, debido a la
observacion de cuerpos grises en los filamentos mucosos intestinales (Boucher-
Rodoni, 1982b). Estas células digestivas (“cellules a boules”) pueden presentar
diferentes tipos de vacuolas o granulos, dependiendo de su ciclo citolégico: los
granulos de digestion (“boules”), de caracter proteinico, que corresponden a lisosomas
primarios o secundarios, dependiendo del proceso digestivo; las vacuolas de
excrecion, entre las que podemos observar vacuolas con un contenido granuloso y
coloracion pardusca (“brown bodies”), gotas lipidicas, “cuerpos grises”, que son
estructuras vesiculares ligeramente PAS+ relacionadas con procesos de ayuno y de
caracter excretor y, en ocasiones, granulos refringentes, que corresponden
probablemente a depdsitos de residuos de la oxidacién lipidica (Boucher-Rodoni, 1976,
1982b).

-

Fig. 3. Glandula digestiva de para larva de 35d de edad alimentada con zoeas de crustaceos. CA

Asturias. Fase cecal. Podemos observar células digestivas (“cellules a boules”; CB), vacuolas de
excrecion (VE) y cuerpos grises (CG). Las células digestivas presentan abundantes granulos de
digestion (“boules”), lo cual es indicativo de una ingestion reciente. Se pueden observar los diverticulos
digestivos repletos de quimo. La glandula digestiva presenta un aspecto compacto, con una luz reducida

en los diverticulos digestivos.
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El ciclo citologico de las células digestivas es, probablemente, el siguiente y se trata de
un fenédmeno ritmico, donde alternan fases de secrecion y absorcion: Durante las fases
iniciales de la digestion, y previamente a la captura de la presa, se observa un aumento
del numero de “boules” o granulos de digestién en las células digestivas. Estos
granulos corresponderian a lisosomas primarios, que seran eliminados por secrecion
apocrina. Contienen enzimas digestivos (amilasas, pepsina, quimotripsina, proteasas,
lipasas, esterasas, fosfatas acida y alcalina), muchos detectables también en
paralarvas, que manifiestan una actividad fundamentalmente proteasica (Boucaud-
Camou & Roper, 1995). Esta secrecion enzimatica llega al estbmago a través de los
conductos digestivos y del ciego, teniendo lugar la digestion estomacal (“fase
estomacal”). Después, el quimo llega al ciego, eliminandose los desechos alimenticios
al intestino. El quimo alcanza la glandula digestiva a través de los conductos
digestivos, comenzando la “fase cecal” o absortiva. Las células digestivas manifiestan
en esta fase una intensa actividad endocitética, aumentando el tamano de las “boules”
y observandose vacuolas de excrecion, gotas lipidicas y pequefas vesiculas
endocitoticas. En este caso las “boules” o granulos de digestion corresponden a
lisosomas secundarios vinculados a la digestion y el metabolismo intracelular. Las
vacuolas de excrecion son eliminadas por secrecion apocrina u holocrina (Boucher-
Rodoni, 1976,1982b; Boucher-Rodoni & Mangold, 1977; Best & Wells, 1983, 1984). La
duracion de la digestion depende de la temperatura y del modo de vida de la especie,
siendo mayor en los animales bentonicos, en los cuales es igual o superior a 12h, pero
mas rapida y eficiente en cefalépodos que en peces, para un modo de vida y una
temperatura similar (Boucher-Rodoni, 1973). En este proceso digestivo, el estbmago
tiene una funcion principalmente mecanica, y el buche una funcion de reservorio. La
absorcion tiene lugar fundamentalmente en el ciego y la glandula digestiva, mientras
que el intestino tiene fundamentalmente una funcién de formaciéon de los cordones

mucosos (Boucher-Rodoni, 1982a).
La epidermis, como ya hemos descrito anteriormente, es un epitelio simple que

presenta una fuerte actividad fosfatasa-alcalina en paralarvas, o que sugiere una

actividad de intercambio activo con el medio externo (Boucaud-Camou & Roper, 1995).
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Se ha demostrado que las paralarvas de pulpo presentan la capacidad de tomar
aminoacidos y hexosas directamente del medio marino (Castille & Lawrence, 1978) y
que el aporte unico de materia organica en el medio sin suministro de alimento en
paralarvas de L. forbesi permite el crecimiento positivo y un porcentaje de
supervivencia mayor a los 10 dias de edad que en aquellas paralarvas alimentadas con
alimento sdlido (Vecchione & Hand, 1989).Esta toma de aminoacidos disueltos en el
agua de mar juega un papel vital en la biologia de los invertebrados marinos de cuerpo
blando y, generalmente, aporta las necesidades nutricionales de la epidermis y de las
estructuras superficiales activas (Ferguson, 1982), lo que en fases larvarias de
moluscos bivalvos puede llegar a suponer la suficiente energia como para satisfacer el

39-70% de las necesidades energéticas globales (Manahan, 1990).
Estado sanitario de las paralarvas

En este capitulo se describira el proceso de desarrollo progresivo de la paralarva, asi
como la presencia o ausencia de alimento en el buche y/o estdmago y el aspecto de la
glandula digestiva, considerando los siguientes parametros: abundancia de granulos
digestivos (“boules”) en la glandula digestiva, abundancia de vacuolas de excrecion,
presencia de células grises y tamano de la luz de los tubulos digestivos. La presencia
de grandes vacuolas de excrecion y de abundantes células grises, asi como la escasa
abundancia de granulos digestivos, ha sido asociada con procesos de ayuno (Boucher-
Rodoni, 1976, 1982b; Vecchione & Hand, 1989). El aspecto de la glandula digestiva en
paralarvas capturadas del medio natural, asi como en aquéllas criadas en cautividad
que presentan una alimentacion adecuada, es el de un érgano macizo, con un grueso
epitelio glandular y escasa luz en sus tubulos digestivos. Por el contrario, las
paralarvas mal alimentadas presentan una amplia luz y delgadas paredes en sus
tubulos (Vecchione & Hand, 1989). Por otro lado, se ha observado que aquellas
paralarvas que se nutren regularmente presentan una actividad secretora ritmica,
almacenandose granulos digestivos entre las diversas digestiones; sin embargo, un
ayuno prolongado provoca una degranulacién del érgano (Boucher-Rodoni, 1976,
1982b). Es decir, el aspecto histologico de la glandula digestiva indica el estado de
nutricion de la paralarva, pudiéndose deducir su estado nutricional a partir del numero y
tamafo de sus diversas inclusiones, la abundancia de células grises y el grosor del

epitelio glandular.
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También se incidira en el aspecto de las glandulas salivares posteriores, dada su
importancia en la digestion de los octdépodos y debido a nuestra observacion empirica
de que es uno de los primeros 6rganos en manifestar alteraciones, incluso antes de

que éstas sean detectadas en la glandula digestiva.

Se consideraran también las lesiones observadas en la epidermis, al intervenir este
organo en la absorcion de nutrientes y constituir la barrera necesaria para el

mantenimiento del equilibrio osmatico.
1. Muestras suministradas por el grupo p2 (Asturias)

No se han observado infecciones bacterianas ni parasitarias en ninguna de las

paralarvas estudiadas en esta prueba.

En las paralarvas de dia 1 de edad, pueden observarse restos del saco vitelino interno
y del sincitio vitelino situados anteriormente a la glandula digestiva. Las paralarvas no
presentan signos de lesion ni alteraciones en su glandula digestiva ni en las glandulas

salivares posteriores, no observandose acumulacién de alimento en el buche.

Fig. 4. Paralarva de 5 d. de edad alimentada con zoeas de crustdceos. CA Asturias. Se observa el

buche (BU) repleto de restos alimenticios, sin cubiertas quitinosas. GSP, glandulas salivares posteriores.
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Al dia 5 se observa el buche repleto de alimento en el 100% de las larvas observadas
(Fig. 4). El dia 10 se observan restos alimenticios en la luz del tracto digestivo del
100% de las paralarvas observadas, presentando la glandula digestiva abundantes
granulos de digestion. Al dia 15, el 80% de las paralarvas presentan restos alimenticios
en su luz. En aquéllas que no los presentan, se observa la vacuolizacion de algunas
células de la glandula digestiva y la descamacion de éstas, aunque, en general, la
glandula digestiva presenta abundantes granulos de digestion (“boules”); también se
observa a la aparicion de células grises, poco abundantes. Al dia 20 no se observan
restos alimenticios en ninguna de las paralarvas estudiadas, siendo mas evidente la
vacuolizacién de la glandula digestiva, asi como la progresiva vacuolizacion de las
glandulas salivares posteriores; también se aprecia un aumento de las células grises.
Al dia 30, el 50% de las paralarvas estudiadas presentan restos alimenticios en el
tracto digestivo, observandose en aquéllas que no tienen alimento un inicio de
vacuolizaciéon de la glandula digestiva; la vacuolizacion de la glandula digestiva es
parcial y se observan algunas células grises. Al dia 35 se observa alimento en el tracto
digestivo de un 80% de las paralarvas. Sin embargo, tanto en las que presentan
alimento como las que no los presentan se observa vacuolizacion inicial de la glandula
digestiva, con descamacion celular. Algunas paralarvas presentan abundantes células
grises (Fig. 3). Las glandulas salivares posteriores presentan atrofia parcial en los

acinis glandulares.

El dia 40, se observa restos alimenticios en el 33% de las paralarvas enviadas. La
picnosis y vacuolizacion de las glandulas salivares posteriores son constantes en toda
la muestra, mientras que la vacuolizacién de la glandula digestiva es mas evidente en
aquellas paralarvas que no presentan restos alimenticios en su tracto digestivo. Se

observan abundantes células grises.

Es constante el hecho de que los restos alimenticios observados en el buche vy
estbmago de las paralarvas no presentan restos quitinosos. La secrecion de las
glandulas salivares posteriores esta formada por granulos eosindfilos y con apetencia

por el azul de toluidina.

Si la secrecion se localiza en la luz, o bien en células con el citoplasma de aspecto

reticular, esta secrecion es basodfila y metacromatica (color violeta).
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En esta prueba, a pesar de apreciarse una vacuolizacion progresiva en la glandula
digestiva, que se manifiesta por un mayor numero y tamano de las vacuolas de
excrecion, mas acentuada en las paralarvas sin presencia de alimento en la luz del
tracto digestivo, se observa en todas las muestras estudiadas la presencia de
abundantes granulos de digestion en las células principales de la glandula digestiva.
Ello implica actividad digestiva de esas paralarvas y, por tanto, alimentacion regular de
los ejemplares estudiados, aunque en el momento de estudio no se haya producido
una ingestion reciente de alimento. Se trataria de ejemplares que se encuentran en la
fase “cecal”’ de la digestidon, sin observarse lesiones detectables en la glandula
digestiva a lo largo del desarrollo larvario. El aumento de células grises estaria en
concordancia con procesos de excrecion. Cabe prestar especial atencidon al hecho de
que, en las paralarvas estudiadas en esta prueba, los restos alimenticios observados

en el buche y estbmago no presentan restos de cubierta quitinosa.

Dado el comportamiento alimenticio descrito por Hernandez-Garcia et al. (2000) en
paralarvas de pulpo alimentadas con zoeas, en las que se detecta el descarte de los
exoesqueletos quitinosos vacios tras la ingestién de su contenido, y teniendo en cuenta
la observacidn empirica de la ingestion completa, por parte de las paralarvas, de los
metanauplius de Artemia, estos restos alimenticios no quitinosos parecen indicar, en el
caso de dietas mixtas, una preferencia por las zoeas en detrimento de los

metanauplius, los cuales deben ser ingeridos en ultimo término.

Sin embargo, es de destacar el progresivo deterioro de las glandulas salivares
posteriores, que en las paralarvas de 40 dias de edad se encuentran alteradas en
todas las muestras analizadas sin estar asociada estas lesiones a procesos
infecciosos. Ello implica que la etiologia de las alteraciones observadas no es

infecciosa, sino atribuible a otras causas, probablemente nutricionales.
2. Muestras suministradas por el grupo P5 (IRTA-CSIC).

No se han observado infecciones bacterianas ni parasitarias en ninguna de las

paralarvas estudiadas en esta prueba.
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2.1. Prueba del enriquecimiento con Superselco

En cuanto a la prueba del grupo P5 (IRTA-CSIC) del Superselco, a los 10 dias sélo un
33% de las paralarvas presentaban restos alimenticios en su tracto digestivo. La
vacuolizacién de esta glandula era evidente en todos los ejemplares estudiados,
pudiéndose distinguir vacuolas de excrecion de vesiculas de tamafo variable, en
ocasiones similar al de los granulos digestivos. Probablemente estas vesiculas
correspondan a gotas lipidicas cuyo contenido se haya perdido durante el proceso de
deshidratacion previo a la inclusion de la muestra en metacrilato, y estén relacionadas
con el elevado contenido lipidico de la emulsién enriquecedora y con la capacidad de
almacenamiento de reservas de naturaleza esencialmente lipidica que manifiesta la
glandula digestiva, descrita por otros autores (Boucher-Rodoni, 1982b). Se observa,
también, cierta desorganizacién de las glandulas salivares posteriores. Es de destacar
la presencia de granulos de digestidon, pero en un numero mucho menor al observado
en las muestras del experimento anterior (grupo P2), asi como la mayor amplitud de la
luz de los tubulos digestivos. Se observa, por tanto, una desgranulacion manifiesta
respecto a los resultados del experimento anterior. El epitelio estomacal y cecal
presenta, también, vacuolizacion. A partir del dia 10 no se observan restos alimenticios
en el tracto digestivo de las paralarvas estudiadas, solo en ocasiones restos quitinosos
en el estomago. A los 15 dias de la eclosion se observa una vacuolizacion
generalizada del tracto digestivo, cada vez mas evidente, con un aumento de la luz de
los tubulos de la glandula digestiva y desprendimiento de la envuelta quitinosa del
estbmago en ocasiones (Fig. 6). Las glandulas salivares posteriores presentan
vacuolizacién citoplasmica y picnosis generalizada. En un 45% de las muestras pueden
observarse restos quitinosos en el estdmago, pero no restos alimenticios. Al dia 20 se
observa igualmente la vacuolizacion generalizada del tracto digestivo y la ausencia de
restos alimenticios en la luz de la glandula digestiva, que tiene un tamano excesivo. En
ocasiones (20%) el estbmago se encuentra repleto de restos quitinosos. Las glandulas
salivares posteriores presentan el mismo aspecto que en la etapa anterior. Al dia 25 se
observa desprendimiento de las envueltas quitinosas esofagicas y estomacales, y
vacuolizacién generalizada de la glandula digestiva, con ausencia de granulos de
digestiéon. No se observan restos alimenticios en el tracto digestivo y las glandulas
salivares posteriores presentan vacuolizacién citoplasmica y picnosis, cada vez mas

generalizada. La presencia de células grises es escasa a lo largo de toda la prueba.
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Fig. 5. Paralarva de 15 d. Prueba del SuperSelco. Se observa la desgranulacion intensa de la glandula
digestiva, con escasos granulos digestivos (“boules”), y la enorme amplitud de la luz glandular. No se
observan restos alimenticios. I, intestino. AP, Apéndices pancreaticos. GB, glandula branquial. BR,

Branquia. GN, ganglio nervioso. GD, glandula digestiva.

Hemos de destacar el hecho de que, en esta prueba, desde el primer dia de muestreo,
la presencia de granulos de digestion en la glandula digestiva es escasa, incluso en
aquellas paralarvas que presentan restos alimenticios en su luz, lo que implica que la
actividad enzimatica y digestiva de este érgano es reducida y menor que en el caso de
la prueba anterior. Ello concuerda con el aspecto areolar de la glandula digestiva, que
presenta una amplia luz en sus tubulos digestivos, con el enorme tamano de las
vacuolas de excrecion, y con la ausencia de restos alimenticios en la mayoria de
paralarvas estudiadas, factores todos ellos indicativos de una deficiente ingestion de
alimento. La escasa presencia de granulos de digestion en la glandula digestiva de las
paralarvas de esta prueba indica poca actividad digestiva y, por tanto, baja o nula
ingestion de alimento, dependiendo de la muestra. La presencia de abundantes restos
quitinosos en el estbmago de estas paralarvas (Fig. 6), juntamente con el hecho de la
ausencia de material alimenticio en la luz de la glandula digestiva, indica que las
cubiertas quitinosas de los nauplio de Artemia son de dificil digestion y expulsion, pues
se mantienen largo tiempo en el estbmago sin que se haya producido una ingesta
reciente.
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Todo ello parece indicar que el alimento ingerido y/o los regimenes alimenticios no son
suficientes para cubrir los requerimientos alimenticios de la especie y puede, ademas,

indicar que la ingesta exclusiva de nauplios de Artemia no sea la dieta mas idonea.

También se ha de destacar el hecho de la abundante presencia, en la glandula
digestiva, de vesiculas y vacuolas de pequeio tamafo, no observadas en la
experiencia anterior. Probablemente, se traten de gotas lipidicas almacenadas en el
interior de las células digestivas, relacionadas con la elevada concentracién lipidica de
la emulsion enriquecedora empleada. Para poder corroborar esta afirmacion es
necesaria la fijacion previa del contenido lipidico de las vesiculas con tetroxido de
Osmio, fijacion que no se realizd y que impide conocer con exactitud la naturaleza de
las mismas. Sin embargo, su aspecto y localizacion concuerda con los depdésitos
lipidicos descritos por Boucher-Rodoni (1982b). Esta acumulacion excesiva de

reservas lipidicas implicaria una degeneracion grasa y un exceso de lipidos en la dieta.

Por otro lado, es sorprendente la vacuolizacién observada en el epitelio estomacal y
cecal. Al ser el ciego un importante 6rgano de absorcidn, esta vacuolizaciéon podria
estar relacionada con la absorcion de componentes lipidicos de la emulsidon
enriquecedora. Sin embargo, el estbmago no esta descrito como un 6érgano absortivo
sino relacionado con fendmenos de digestion mecanica. Ademas, la cubierta quitinosa
del estbmago dificulta esta posibilidad de absorcion. La vacuolizacion del epitelio
estomacal estaria relacionada, probablemente, con fendmenos degenerativos que

concordarian con la picnosis nuclear que se observa en estas mismas células.

Es muy notable también la desorganizacién celular, vacuolizacion y picnosis que se
observa en las glandulas salivares posteriores desde el primer dia de muestreo de esta
prueba. Estas lesiones afectan tanto a los acinis glandulares como a los conductos de
secrecion. Ello implica un funcionamiento deficiente de estas glandulas, en ocasiones
tremendamente acusado. Ya que las glandulas salivares posteriores intervienen en el
proceso de digestion externa y de inmovilizacidn de presas, las lesiones observadas
suponen un grave deterioro en la capacidad alimenticia de la paralarva afectada y, por
tanto, en sus posibilidades de supervivencia. La manifestacion tan temprana de las
lesiones observadas en estas glandulas puede influir muy negativamente en su
capacidad digestiva y de inmovilizacién de presas y, de este modo, determinar la baja

ingestion alimenticia observada desde el primer dia de muestreo.
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2.2. Prueba del enriquecimiento con Superselco y aminoacidos libres en el medio

Al dia 10 de cria, los ejemplares no presentan restos alimenticios en su tracto
digestivo. Sin embargo, la glandula digestiva, aunque similar en morfologia a la
descrita en la experiencia anterior, presenta una mayor abundancia de granulos
digestivos y un mayor grosor del epitelio glandular. Por otro lado, si se observa una
vacuolizacién incipiente en las glandulas salivares posteriores con desorganizacion
celular. Al dia 15 se observan restos alimenticios y quitinosos en el 40% de los
ejemplares estudiados; El aspecto histologico de la glandula digestiva es similar al
descrito a los 10 dias de edad, pero se observa un progresivo deterioro de las
glandulas salivares posteriores, con un aumento de la vacuolizacion y picnosis celular.
Al dia 20, la vacuolizacién y picnosis de las glandulas salivares posteriores es mas
evidente y se aprecia la ausencia de restos alimenticios en estdbmago y buche. Por otro
lado, es de destacar la presencia de restos quitinosos en estémago en un 40% de los
ejemplares estudiados y el desprendimiento de la envuelta quitinosa del buche en un
20% de los ejemplares. Al dia 25 no se observan tampoco restos alimenticios en el
tracto digestivo, aunque si remanentes quitinosos en el estbmago de un 40% de los
ejemplares. La abundancia de granulos digestivos ha disminuido, y se aprecia una
atrofia generalizada de las glandulas salivares con vacuolizacion y picnosis intensa. El
epitelio cecal presenta vesiculas de tamano variable. Un 20% de los ejemplares
manifiesta un desprendimiento parcial de la envuelta quitinosa del esd6fago. Las
observaciones realizadas al dia 30 de edad son muy similares a las descritas el dia 25,
detectandose restos quitinosos y alimenticios en el estbmago de un 20% de los
ejemplares y una mayor abundancia de granulos digestivos. A los 30 dias, se detecta
cierta vacuolizacion del epitelio estomacal aunque menos intensa que en la prueba
anterior. Es de destacar la escasa o nula presencia de células grises a lo largo de toda
la experiencia, y la presencia de vesiculas lipidicas en la glandula digestiva, aunque en

proporcion menor que en el caso de la experiencia anterior.

El aspecto de la glandula digestiva es el de un érgano con mayor actividad digestiva
que en la experiencia previa, con un mayor grosor del epitelio glandular y un mayor
numero de granulos digestivos, a pesar del escaso contenido gastrico detectado en los
ejemplares estudiados. Sin embargo, su aspecto dista mucho de ser el 6rgano macizo
y repleto de granulos digestivos que presentan las paralarvas del experimento del

grupo P2.
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Se observa cierta actividad digestiva, presentando el érgano el aspecto de encontrarse
en la fase “cecal” de la funcion digestiva. Es de destacar que las lesiones de las
glandulas salivares posteriores son constantes a lo largo de toda la experiencia y
podrian contribuir a la deficiente ingestion de alimentos por los motivos anteriormente

expresados.
2.3. Prueba del enriquecimiento con Superselco + Metionina adicional

La imagen histologica de las paralarvas de esta prueba es muy similar a la de la
prueba 2.1 (prueba de enriquecimiento con Superselco). La glandula digestiva muestra
en las paralarvas estudiadas una escasa presencia de granulos digestivos, una gran
abundancia de vacuolas de excrecion y vesiculas probablemente lipidicas, y una
degeneracion manifiesta de las glandulas salivares posteriores desde el primer dia de
muestreo (dia 10 de edad de las paralarvas). El epitelio glandular es mucho mas bajo,
y la glandula en su conjunto presenta un aspecto areolar (Fig. 6). Las paralarvas
presentan restos quitinosos en estobmago, en proporcion variable a lo largo de los dias
de muestreo: un 40% el dia 10, 20% el dia 15, 40% el dia 20, 40% el dia 25 (Fig. 6),
0% el dia 30. Sélo una escasa proporcion de éstas presentan restos alimenticios en
estdmago o buche. Desde el dia 15 se pueden observar desprendimientos quitinosos y
descamacion celular en el buche y/o estomago. Al dia 30 se observa degeneracién de
la retina ocular, con desprendimiento celular y de la membrana limitante. A lo largo de
la experiencia se observa la vacuolizacion cecal, probablemente relacionada con
fendmenos de absorcion lipidica, y la vacuolizacidn intensa del estdmago en algunas
paralarvas. De todos modos, estos fenomenos de vacuolizacion celular (localizados en
el hepatopancreas y en los otros érganos digestivos) son menos intensos que en el
caso de la prueba 2.1. Es de destacar la observacion, al dia 25 de edad, de un corte
longitudinal del intestino de una paralarva repleto de restos quitinosos: ello implica que
estos restos seran expulsados con los cordones mucosos y, por tanto, no digeridos en
el curso del proceso digestivo. Las células grises no son muy abundantes a lo largo de
la experiencia. También es interesante sefalar que la desgranulacién de la glandula
digestiva es mas evidente en aquellas paralarvas que no presentan restos quitinosos ni
alimenticios en su tracto digestivo siendo, por tanto, concordante con procesos de

ayuno.
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Fig. 6. Paralarva de 25 d de edad. Prueba de Met + SuperSelco. Obsérvese la amplia luz de la glandula

digestiva (GD) y la presencia de restos quitinosos (flechas) en el estémago (ES).

Todas estas observaciones concordarian con procesos de pobre nutricion larvaria y
ayuno, e incluso inanicién, como ya se ha explicado detalladamente en el capitulo 2.1.
Las paralarvas obtenidas son, por tanto, de baja calidad, y las lesiones constantes
observadas en las glandulas salivares posteriores dificultan, mas aun si cabe, la
ingestion alimenticia y la capacidad de captura de presas. De todos modos, la
degeneracion grasa observada en esta prueba es menor que en el caso del la
suplementacién unica con Superselco, lo que parece indicar un cierto efecto positivo

del enriquecimiento con Metionina.

2.4. Prueba del enriquecimiento con Superselco + Metionina adicional y aminoacidos

libres en el medio

La imagen histolégica de las paralarvas de esta prueba es muy similar al experimento
2.2. (enriquecimiento con Superselco y aminoacidos libres en el medio): Las paralarvas
presentan desgranulacion de la glandula digestiva con respecto a las paralarvas de la
prueba 111.2.1 (grupo P2, CA Asturias), pero mucho menos intensa que en el caso de

las pruebas que no presentan suplementacién adicional de aminoacidos en el medio.

74



g JACUMAR
PLAN NACIONAL DEL PULPO

Se observan, también, vesiculas, probablemente lipidicas, localizadas en la zona basal
de las células glandulares digestivas. Las células grises son escasas y, desde el primer
dia de muestreo (dia 10 de edad), se observan lesiones en las glandulas salivares
posteriores, similares a las descritas en las pruebas anteriores. La presencia de restos
quitinosos en estémago es inconstante y varia a lo largo de los dias de muestreo: el
dia 10, un 20% de los ejemplares los presentan; al dia 15, un 20%; al dia 20, un 20%;
al dia 25, un 20% y al dia 30, un 0%. Esta presencia de restos quitinosos va
acompanada, en ocasiones muy escasas, con la presencia de restos alimenticios en
buche y estbmago. Se observa, en parte de los ejemplares muestreados, desde el
primer dia de muestreo, la vacuolizacion del ciego, asi como la vacuolizacion
estomacal. A partir del dia 15 de muestreo se aprecian desprendimientos parciales de
la cubierta quitinosa del estobmago y/o buche en algunos de los ejemplares

muestreados.

Es de destacar en esta prueba que, a pesar de la baja frecuencia de restos quitinosos
en el estbmago de las paralarvas estudiadas, indicativos de una ingesta mas o menos
reciente, las paralarvas presentan mas granulos digestivos que en el caso de aquéllas
provenientes de otras pruebas en las que no habia un aporte de aminoacidos libres en
el medio: ello indicaria un efecto beneficioso de este aporte que mejoraria la calidad de
las paralarvas obtenidas. Sin embargo, como ya hemos comentado, estas paralarvas
distan mucho de presentar una glandula digestiva maciza y con aspecto similar a las
paralarvas de la prueba 2.1, el cual se asemeja mucho a las imagenes histologicas
obtenidas de paralarvas del medio natural (Vecchione & Hand, 1989; Boucaud-Camou
& Roper, 1995). Ademas, las lesiones en las glandulas salivares posteriores son

constantes a lo largo de toda la experiencia, lo que indicaria una baja calidad larvaria.

Los resultados histolégicos obtenidos en las 4 experiencias realizadas por el grupo P5
estarian de acuerdo con los resultados de supervivencia que presentan estas mismas
experiencias: las mejores supervivencias, al dia 20 y al dia 30 de cria larvaria, se
obtendrian en aquellas pruebas en las que existe un aporte adicional de aminoacidos
libres al medio, con respecto a las supervivencias obtenidas en las pruebas en que
este aporte adicional no se produce. Ademas, a los 20 dias de edad, las diferencias de
supervivencia de los grupos experimentales que reciben la solucién de aminoacidos en
el medio con respecto al grupo control serian significativamente positivas y de orden

de magnitud 3 veces superior (Villanueva et al., 2004).
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Histoldgicamente, hemos observado que las paralarvas a las cuales se suministra una
solucién de aminoacidos libres en el medio presentan una glandula digestiva con una
mayor actividad que aquéllas a las cuales no se suministra dicho aporte adicional,
independientemente de que existan restos de una ingesta mas o menos reciente en su
tracto digestivo. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Vecchione & Hand
(1989) y confirmarian el efecto positivo de la adicién de nutrientes en el medio en la
supervivencia y calidad de las p