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Resumen

Actualmente, el pulpo comdn (Octopus vulgaris) es una especie de gran interés para la
diversificacion de la acuicultura, si bien su cultivo se encuentra restringido por los altos indices
de mortalidad y bajo crecimiento en la fase de paralarva, lo cual se debe principalmente a que
no se dispone de una dieta que cubra sus requerimientos nutricionales. Las zoeas del cangrejo
rojo (Grapsus adscensionis) han demostrado ser un alimento aceptado por las paralarvas de
pulpo, aunque no logran un crecimiento 6ptimo, posiblemente debido a determinadas carencias
nutricionales. El objetivo de este estudio fue mejorar el perfil nutricional de las zoeas de
cangrejo rojo a través de la dieta de los reproductores. Para ello, se seleccionaron y analizaron
tres dietas diferentes, una monodieta de caballa (Scomber scomber); una dieta multiespecifica
de galera (Squilla mantis), chipirén (Loligo opalescens), langostino (Penaeus vannamei),
almeja (Meretrix lyrata) y limanda (Limanda limanda); y una ultima dieta basada en galera y
chipirén. Las zoeas obtenidas de cada grupo de reproductores fueron recolectadas y se analiz6
su contenido lipidico y de carotenoides.

Las diferentes dietas mostraron diferencias significativas en el perfil lipidico, contenido de
carotenoides y en el nivel de peroxidos. Por su parte, las zoeas procedentes de la monodieta de
caballa mostraron un menor nivel de lipido total y triacilglicéridos, asi como menor contenido
de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga esenciales como el araquidonico (ARA),
eicosapentanoico (EPA) y docosahexanoico (DHA). Los mayores niveles de carotenoides se
encontraron en las zoeas procedentes de la dieta multiespecifica y los menores en el grupo de
la monodieta. Las diferencias obtenidas en el perfil nutricional de dietas y zoeas son discutidas
en base a su uso potencial como presa de paralarvas del pulpo comun.

Palabras clave: Nutricion, Grapsus adscensionis, Dieta alternativa, Octopus vulgaris,
Acuicultura.

Abstract

Currently, the common octopus (Octopus vulgaris) is a specie of great interest for the
diversification of aquaculture, even though its culture is currently restricted by the high
mortality and low growth obtained during the paralarvae phase, which is mainly due to lack of
a diet that meets its nutritional requirements. Rock crab (Grapsus adscensionis) zoeae have
been proved to be a suitable food for octopus paralarvae, although they do not promote optimal
growth, probably due to some nutritional deficiencies. The goal of this study was to improve
the nutritional profile of the rock crab zoeae through the broodstock feeding. To this purpose,
three different diets were selected and analysed, a mackerel (Scomber scomber) monodiet; a
multispecific diet containing mantis shrimp (Squilla mantis), squid (Loligo opalescens), shrimp
(Penaeus vannamei), clam (Meretrix lyrata) and dab (Limanda limanda); and finally, a diet
based on mantis shrimp and squid. Zoeae from each broodstock were collected and their lipid
and carotenoid contents determined.

Diets showed significant changes in their lipid profile, carotenoid content and peroxide level.
Zoeae from the mackerel monodiet, showed a lower lipid and triacylglycerols levels, but also
lower contents of essential long-chain polyunsaturated fatty acids such as arachidonic (ARA),
eicopentaenoic (EPA) and docosahexaneoic (DHA). Higher levels of carotenoids were found
in zoeae from the multispecific diet, while the lower content was obtained in those from the
monodiet. Differences found in the nutritional profile of the diets and zoeae are discussed based
on their potential use as prey for the common octopus paralarvae.

Keywords: Nutrition, Grapsus adscensionis, Alternative diet, Octopus vulgaris, Aquaculture.
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1. INTRODUCCION

1.1. Estado del cultivo de pulpo comun (Octopus vulgaris), Cuvier, 1797, en el mundo

Actualmente, debido principalmente al gran aumento demografico que se esta produciendo a
nivel mundial, el cultivo de alimentos de origen acuatico se ha convertido en una préactica
esencial para la supervivencia de la poblacion. Ante la estabilizacion de la pesca de captura en
las Gltimas décadas, ha sido la produccion acuicola la que ha experimentado un gran
incremento, lo cual ha permitido el aumento del consumo anual medio de pescado comestible
desde los afios 60 hasta la actualidad (Figura 1). Segun la FAO, en el afio 2017 mas de la mitad
(54,75%) de toda la produccion pesquera mundial provino de la acuicultura, alrededor de 111

millones de toneladas (mt).
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Figura 1. Capturas mundiales de pesquerias y produccion de acuicultura. (FAO, 2018)



De acuerdo con las estimaciones de la FAO, en 2016 la produccion mundial de la acuicultura
alcanzo un valor de primera venta aproximado de 243.500 millones de ddlares (USD). Si bien
la velocidad de crecimiento de la acuicultura ha disminuido a lo largo del siglo XX, sigue
aumentando a mayor ritmo que las otras actividades productivas principales de alimentos como

la agricultura y la ganaderia terrestre (FAO, 2018).

Entre los principales grupos de especies utilizadas en el comercio de productos pesqueros, los
cefalopodos presentan una capacidad de crecimiento mas alta que la mayoria. En la actualidad,
apenas representan un 3,8% de este comercio, si bien su valor comercial aumenta hasta el 6,4%
mundial (valor en USD). Con respecto a la especie de estudio del presente trabajo, el pulpo
comun (Octopus vulgaris), la produccion global por captura en los Gltimos afios se ha
estabilizado en torno a las 35.000 t, si bien se puede observar una disminucién general de estas
capturas con respecto a las ultimas dos décadas del siglo XX (Figura 2).

Global Capture Production for species (tonnes)
Source: FAO FishStat
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Figura 2. Captura global de Octopus vulgaris (miles de toneladas). (FAO, 2018)

A nivel mundial, Japdn se mantiene en 2019 junto a diversos paises europeos, tales como
Espafia, Italia y Portugal, como uno de los principales importadores de pulpo, con paises como
China, Marruecos y Mauritania como grandes exportadores de estos cefalopodos.
Curiosamente, ciertos paises presentan a la vez elevadas cantidades de exportacion e
importacion de estas especies, tal como es el caso de China. Hay que tener en cuenta que

estudios recientes han demostrado que O. vulgaris estd compuesto realmente por varias especies
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con diferencias morfologicas y genéticas (Avendafio et al., 2020), aunque estos resultados
todavia no se tienen en cuenta a nivel comercial, puesto que se requiere un tiempo determinado

para que los datos cientificos sean validados e integrados.
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Figura 3. Evolucion de las capturas de pulpo en Espafia (toneladas) (EUMOFA, 2020)

A nivel europeo, la pesca de O. vulgaris, ha sufrido una disminucion en la ultima década. De
acuerdo con datos proporcionados por la FAO, en 2009 la produccién comunitaria de esta
especie era de alrededor de 21.000 t, mientras que en 2017 esta cifra se situ6é en 16.000 t, lo
cual supone una reduccion importante de las capturas. Dentro de la UE, los principales
productores de O. vulgaris en 2017 fueron Portugal, Espafia, Grecia, Italia y Francia, siendo la
produccién procedente del resto de Estados miembros cercana a cero (EUMOFA, 2020). A
nivel nacional, Espafia mostrd, al igual que el resto de estados miembros, una fuerte reduccion
de las capturas, bajando en 8000 t, desde las 16000 t de 2009 hasta las 8000 t de 2017 (Figura
3). A nivel de la acuicultura, en 2015 su produccion se limitaba al desarrollo de ejemplares
salvajes capturados en el mar, pudiéndose capturar Unicamente ejemplares de menos de 1 kg de
peso. Esto se producia principalmente en Espafia y otros paises mediterraneos, debido a las

dificultades del cultivo de la paralarva del pulpo (Jereb et al., 2015).



1.2. Biologia del pulpo comun (Octopus vulgaris)

Imagen 1. Ejemplar adulto de Octopus vulgaris (FAO Web)

O. vulgaris pertenece a la clase Cephalopoda, orden Octopoda y género Octopus. Es una especie
que vive habitualmente en aguas templadas, si bien se ha observado que puede soportar
temperaturas de hasta 6 °C, y se encuentra distribuida a lo largo de todo el globo (Figura 4).

)
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)

Figura 4. Distribucion mundial de Octopus vulgaris (FAO Web)
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Como se ha mencionado anteriormente, estudios recientes han demostrado que O. vulgaris
contiene un grupo de seis especies de pulpos distintas, con caracteres morfolégicos y genéticos
que los diferencian (Avendafio et al., 2020). En algunos casos, como en el golfo de México,
varias especies coexisten en el mismo habitat, por lo cual resulta esencial su distincion para

poder llevar a cabo su cultivo de la manera mas adecuada para su correcto desarrollo.

En principio, esta especie presenta diversas caracteristicas que la hacen favorable para su
cultivo en tanques (lglesias et al., 2007). Se adapta facilmente a condiciones de cautividad,
presenta un répido crecimiento asi como un alto contenido en proteinas y un alto ratio de

conversion de la comida ingerida.

La velocidad de desarrollo del huevo depende fundamentalmente de la temperatura de
incubacion, produciéndose la eclosion alrededor de 30 dias después de la puesta a 25 °C bajo
condiciones controladas de laboratorio (Jereb et al., 2015). Los individuos eclosionados se
denominan “paralarvas”, término acufiado por Young & Harman (1988), siendo durante esta
fase de vida principalmente planctonicos (Villanueva et al., 1996). Esta etapa se extiende
normalmente alrededor de 1 o 2 meses, dependiendo de las condiciones del medio en el que se
encuentre. Transcurrido ese tiempo, las paralarvas pasan al medio bentonico, en el que

permaneceran el resto de su vida, entre 12 y 15 meses (Jereb et al., 2015).

El estado de paralarva resulta el momento mas critico de desarrollo del pulpo en el ambito de
la acuicultura. Durante muchos afios, este paso ha sido un cuello de botella, impidiendo cerrar
el ciclo completo dentro de un tanque. Este hecho se debe principalmente al crecimiento y
desarrollo inadecuado de la paralarva en sus primeras fases, en parte debido a su pobre
alimentacion, principalmente por la falta de aportacion de determinados nutrientes esenciales
para el pulpo, tales como los &cidos grasos poliinsaturados (PUFAs, del inglés polyunsaturated
fatty acids). Asi, durante muchos afios Unicamente se llevé a cabo el desarrollo de ejemplares
adultos de O. vulgaris capturados en estado salvaje (Vaz-Pires et al., 2004). Para su
alimentacion se utilizaba principalmente Artemia, un crustaceo cuyas especies son
fundamentalmente marinas. El uso de esta especie se debe a su facil produccion y cultivo, y
actualmente es el alimento mas habitual en las especies cultivadas en acuicultura. Sin embargo,
el uso de Artemia como alimento para las paralarvas de O. vulgaris parece resultar insuficiente,
puesto que a pesar de que se ha demostrado que pueden alimentarse de ella, presentan bajas
proporciones de estos nutrientes esenciales, principalmente acido eicosapentanoico (EPA,

20:5n-3) y é&cido docosahexanoico (DHA, 22:6n-3) lo cual conlleva una pobre calidad



nutricional de la alimentacién y por lo tanto, una tasa de supervivencia baja. En 2007, Iglesias
y colaboradores demostraron la importancia de estos nutrientes, recomendando un estudio mas
profundo del tema y proponiendo el uso de copépodos y zoeas de cangrejos con el objetivo de

mejorar su calidad nutricional y superar este problema.

1.3. Dieta

En la actualidad, diversos estudios han demostrado la importancia de una dieta equilibrada y
rica en nutrientes esenciales en las paralarvas de O. vulgaris (Prato et al., 2010). De acuerdo
con estos autores, la dieta presenta una gran influencia en el crecimiento, la supervivencia, la
adquisicion de nutrientes y la eficiencia alimenticia del pulpo tanto en estado salvaje como en

condiciones de cultivo.

En estado salvaje, se ha observado que la dieta de juveniles y adultos de O. vulgaris se compone
generalmente de diversos moluscos y crustaceos (Ambrose & Nelson, 1983; Quetglas et al.,
1998). Las proporciones de las dietas encontradas pueden variar segun el habitat del pulpo,
registrandose en ocasiones discrepancia entre distintos estudios realizados en una misma zona
debido probablemente al uso de distintos métodos para estimar la dieta de los ejemplares
capturados. Asi, Ambrose (1983) observd una mayor presencia de moluscos en la dieta del
pulpo comin en el Mediterraneo utilizando como estimacion los descartes de las presas,
mientras que Guerra (1978) detectd una predominancia de los crustaceos mediante el estudio
de los contenidos estomacales. Sin embargo, en general tanto estos como otros estudios mas
recientes (Smith, 2003; Prato et al., 2010) muestran resultados similares, ademas de una
naturaleza oportunista, alimentandose de las presas mas nutritivas que se puedan encontrar a su
alcance dependiendo de su localizacion. A nivel de cultivos, se han demostrado los beneficios
de las dietas combinadas sobre las monodietas (Garcia & Cerezo, 2006). Asi, una combinacion
de cangrejo mediterraneo (Carcinus aestuarii) y boga (Boops boops), parece garantizar unas
tasas de crecimiento mayores en el pulpo adulto, asi como una nutricion mas adecuada que

dietas monoespecificas con una u otra especie.

En las paralarvas del pulpo, su dieta parece estar compuesta principalmente por distintos
decépodos, destacando entre éstos diversas especies de cangrejos, si bien también destaca la
presencia de copépodos, principalmente de la superfamilia Calanoidea. En menor frecuencia
también se encontraron especies de distintos grupos taxondémicos tales como moluscos, peces

o0 anfipodos (Roura et al., 2012; Olmos-Pérez et al., 2017). La distancia a la costa también
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parece ser uno de los motivos de esta diversidad dietética, asi como cambios en las condiciones
oceanogréficas que produzcan a su vez una modificacion en las comunidades de zooplancton

de la zona (Olmos-Pérez et al., 2017).

Los componentes nutricionales esenciales de su dieta parecen ser principalmente PUFA, con
una dominancia de &cido araquidénico (ARA, 20:4 n-6), EPA y DHA (Prato et al., 2010). Este
hecho debe tenerse en cuenta a la hora del cultivo de O. vulgaris, puesto que la deficiencia
alimenticia es uno de los cuellos de botella que se encuentran los investigadores a la hora de
conseguir tanto el correcto desarrollo de las paralarvas del pulpo como su adecuada calidad

nutricional para el consumo humano (Zérate et al., 2017).

Es bien conocido que la presa mas utilizada hasta el momento para la alimentacion de las
paralarvas en acuicultura es Artemia. Sin embargo, aungue esta presa parece ser aceptada por
el pulpo durante esta fase, su composicion nutricional resulta inadecuada para el correcto
desarrollo de las paralarvas. En general, la Artemia no presenta la cantidad de PUFAs que
precisa el pulpo para desarrollarse, principalmente EPA y DHA (Navarro et al., 1992). Por lo
tanto, aunque puede usarse Artemia enriquecida en la alimentacion de las paralarvas, es
necesario complementarla con una presa alternativa o dieta inerte para un correcto desarrollo
(Iglesias et al., 2014). En este sentido, varias especies de crustaceos se han mostrado adecuadas
para el desarrollo de las paralarvas del pulpo comun, como es el cangrejo arafia (Maja
brachydactila), que fue utilizado en 2001 para conseguir cerrar el ciclo de vida de este pulpo
(Iglesias et al., 2004). Asimismo, la quisquilla (Palaemon elegans) y el cangrejo rojo (Grapsus
adscensionis), dos especies presentes de forma natural en las Islas Canarias, han demostrado
tener efectos positivos en el crecimiento y en el contenido de PUFA en las paralarvas del pulpo
(Reis, 2011).

En 2012, Shcherbakova volvié a utilizar al cangrejo rojo (G. adscensionis), como presa para la
paralarva del pulpo para estudiar las diferencias con dietas basadas en nauplios y juveniles de
Artemia. Este estudio obtuvo resultados significativos en el crecimiento y la supervivencia de
paralarvas alimentadas con zoeas de G. adscensionis en comparacion con la dieta de Artemia,
pasando de un 9,61% de supervivencia a un 28,67% después de 15 dias. Por lo tanto, la zoea
de este cangrejo result6 ser candidata a ser utilizado para el cultivo de O. vulgaris, si bien su
contenido nutricional podria ser mejorado con el objetivo de proporcionar un mejor

crecimiento.



1.4. Cangrejo rojo (Grapsus adscensionis; Osbeck, 1765)

G. adscensionis, llamado comunmente cangrejo rojo o cangrejo moro, es una especie
perteneciente al phylum artrépodos, subphylum crustaceos. Su rango de distribucion abarca la
mayor parte del Atlantico oriental (Figura 5, WORMS). En la isla de Tenerife, esta especie se
puede encontrar a lo largo de la costa de la isla, prefiriendo entornos rocosos en los que poder

esconderse.

Figura 5. Distribucion mundial de Grapsus adscensionis (WORMS)

La reproduccion de G. adscensionis ha sido ampliamente estudiada. Se ha observado que este
cangrejo presenta dos épocas de puesta a lo largo del afio: de diciembre a marzo y de marzo a
mayo, con maximos detectados en febrero y mayo (Shcherbakova et al., 2011). Este hecho
parece afectar a la proporcidn de sexos, detectando un aumento en el nimero de hembras en los

meses de mayo (1:1,2) y junio (1:2,2) con respecto al mes de marzo (1:0,7).



Imagen 2. Ejemplares de cangrejo rojo en la costa de Tenerife (Grapsus adscensionis).

Las diferencias en la composicion lipidica entre las zoeas de G. adscensionis y los nauplios de
Artemia sp. son bastante claras (Reis et al., 2017). Estos autores muestran que Artemia presenta
una mayor cantidad de lipido total (LT) con respecto a las zoeas, pero los niveles de fosfolipidos
y PUFAs de cadena larga (LC-PUFASs) son menores. Es por ello que, cuando Artemia es
utilizada en la alimentacion de especies marinas tales como O. vulgaris, deben ser enriquecidas
previamente, y a pesar de ello resulta complicado obtener los niveles adecuados de estos
nutrientes para satisfacer los requerimientos nutricionales de las especies. Diversos estudios
han mostrado la escasa presencia de DHA en nauplios de Artemia enriquecida (Estévez et al.,
1998; Reis et al., 2017). A pesar de ello, en las ultimas décadas, la Artemia ha sido una de las
presas mas utilizadas en la acuicultura, debido principalmente a la simplicidad de su cultivo y
a su alta disponibilidad. Los valores de este &cido graso en G. adscensionis parecen ser mas
elevadas, si bien es recomendable aumentar estos niveles, pues siguen siendo bajos para las

paralarvas del pulpo (Roo et al., 2017).

Por lo tanto, las zoeas de G. adscensionis parecen ser una presa mas adecuada para las
paralarvas de O. vulgaris, que requieren de altas cantidades de LC-PUFASs, en especial EPA 'y
DHA.
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2. OBJETIVOS

Los principales objetivos del presente trabajo fueron inicialmente:

1) Comprobar los efectos de distintos tipos de dietas de reproductores sobre la composicion
nutricional de zoeas de G. adscensionis de cara a su utilizacion como alimento para paralarvas

de pulpo comudn (O. vulgaris).

2) Determinar los efectos de las zoeas de G. adscensionis obtenidas de reproductores
alimentados con las distintas dietas experimentales en la supervivencia, crecimiento y
composicion nutricional de las paralarvas de O. vulgaris, principalmente a nivel de EPA y
DHA, para su utilizacién en el cultivo de esta especie.

Debido a la aparicion de la pandemia causada por la COVID-19 y las medidas tomadas por el
gobierno espafiol para reducir su expansion, resultd imposible abordar el segundo objetivo,
principalmente por la paralizacion de gran parte de las actividades en las instalaciones de la
planta de cultivo del COC-IEO, donde se estaban llevando a cabo los experimentos, asi como

por la imposibilidad de acceder a dichas instalaciones a lo largo del confinamiento.
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3. MATERIAL Y METODOS

La fase experimental de la presente memoria fue desarrollada en las instalaciones del Centro
Oceanografico de Canarias del Instituto Espafiol de Oceanografia (COC-IEQ) en Santa Cruz de
Tenerife, mientras que los analisis bioquimicos de las muestras recogidas, se llevaron a cabo
en el laboratorio de Fisiologia del Departamento de Biologia Animal, Edafologia y Geologia

de la Facultad de Ciencias, Seccion Biologia de la Universidad de La Laguna.

3.1. Obtencién de ejemplares de G. adscensionis

Para la obtencion de los ejemplares de G. adscensionis se requirié la colaboracion de diversos
pescadores de la isla de Tenerife, que capturaron y entregaron especimenes de esta especie al
COC-IEO. Adicionalmente, varios muestreos fueron realizados por investigadores de éste
centro, en la zona de Igueste de San Andrés (Santa Cruz de Tenerife). Los muestreos fueron

nocturnos con el objetivo de facilitar la recoleccion de un mayor nimero de ejemplares.

3.2. Cultivo de reproductores

Los ejemplares capturados se introdujeron en tanques de 1000 L de capacidad, que se llenaron
con unos 100 L de agua, hasta una altura de 10-15 centimetros, con el objetivo de adecuar los
tanques a las condiciones naturales de los cangrejos. En el interior de los tanques se introdujeron
los ejemplares capturados previamente, con una proporcion de 1 macho por cada 4 hembras
para favorecer la obtencion de nuevas puestas a lo largo del periodo de reproduccién. El interior
del tanque se decor6 con algunos refugios de PVC vy piedras con el objetivo de favorecer su
adaptacion y disminuir la competitividad por el territorio, asi como permitirles mantenerse fuera
del agua y refugiarse (Imagen 3). Los tanques se encontraban en condiciones naturales de
iluminacion y de temperatura (18-23°C), con una renovacion de agua de 250-300 L/h, lo que
aseguraba niveles de oxigeno préximos a saturacion y evitaba variaciones perjudiciales de pH,

nitritos, nitratos o amonio.
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Imagen 3: Tanque de cultivo de G. adscensioni en el COC-IEO

3.3. Alimentacion de los reproductores

A la hora de realizar el experimento de alimentacion, se propusieron tres dietas experimentales
con distinta composicién:

e Dieta 1. Dieta compuesta exclusivamente por caballa (Scomber scombrus), considerada
como dieta control, al ser utilizada hasta el momento del desarrollo de la presente
memoria para la alimentacion de las zoeas del cangrejo.

e Dieta 2. Dieta multiespecifica compuesta por galera (Squilla mantis), chipirén (Loligo
opalescens), langostino (Penaeus vannamei), almeja (Meretrix lyrata) y limanda
(Limanda limanda),

e Dieta 3. Dieta compuesta por galera (S. mantis) y chipiron (L. opalescens).

A cada tanque se le asignd una de las tres dietas descritas previamente. En el caso de las dietas
2 y 3, se suministrd la misma proporcion de cada componente. Los cangrejos se alimentaban

tres dias a la semana ad libitum a primera hora de la mafana.

Asimismo, cada 15 dias se realizaba una comprobacién del estado de madurez sexual de las
hembras, buscando detectar la presencia de huevos. Si alguna de las hembras presentaba
huevos, se aislaba del resto en un tanque diferente. Las zoeas se recogieron directamente tras la
eclosion de los huevos utilizando un sistema de mallas situado al final del conducto de salida

del agua (Imagen 4) y se almacenaron inmediatamente.

13



Imagen 4. Recolectores de zoeas de G. adscensionis procedentes del tanque de cultivo

3.4. Andlisis biogquimicos de las zoeas

Las muestras de zoeas recolectadas para su andlisis fueron enjuagadas con agua dulce,

almacenadas en bolsas de plastico y congeladas a -20°C hasta su posterior analisis bioguimico.

3.4.1. Extraccion lipidica y determinacién del contenido de humedad

La extraccion de lipidos de las muestras se llevo a cabo mediante el método descrito por Folch
y colaboradores (1957) con ligeras modificaciones (Eggers & Schwudke, 2016). Se utilizaron
alrededor de 700-800 mg de tejido de cada muestra, siempre en presencia de hielo para evitar
su afeccion por la temperatura. Las muestras se homogeneizaron en un tubo de ensayo con 10
mL de cloroformo: metanol (CL:MET; 2:1, v/v) en tres tandas, y se les afiadio 2,5 mL de KCI
(0,88%), agitando fuertemente. Posteriormente, se centrifugé a 1700 rpm durante 5 min para
separar la fase acuosa, que se sitGa en la parte superior, y la parte organica, que contiene los
lipidos y se sitUa en la parte inferior. Una vez concluida la centrifugacion, se transfirio la fase
inferior de cada muestra a un nuevo tubo de ensayo, se evaporo el solvente completamente con
un vaporizador de nitrogeno, se resuspendieron nuevamente los lipidos en 1,5 mL de CL:MET
(2:1, v/v) y se transfirieron a un bote de vidrio de 1,7 mL pesado previamente. Se volvio a

eliminar el CL:MET en atmosfera de nitrogeno, se coloco el bote en vacio durante un minimo
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de 5 hy una vez transcurrido ese tiempo, cada bote se volvio a pesar, calculando asi la cantidad
de lipido presente por diferencia de peso. Seguidamente, las muestras se resuspendieron en
CL:MET (2:1, v/v) a una concentracién de 10 mg/mL, con 0,01% de butirilhidroxitolueno
(BHT) como antioxidante en atmosfera de nitrégeno, y se congelaron a -20°C con el objetivo
de conservarlas correctamente, evitando su oxidacion, hasta su posterior utilizacion. Con los

datos obtenidos se realizé el calculo del % de lipido en peso fresco y en peso seco:

Peso lipido x 100

% Lipido en peso fresco:
Peso muestra

. Peso lipido x 100
% Lipido en peso seco: Pesomiiestra
Peso muestra—(% Humedad XT)

Para la determinacion de la humedad, se pesaron alrededor de 100 mg de tejido en tiras de papel
de aluminio previamente pesadas. Estas tiras se colocaron en una estufa a 110°C durante 24 h
y transcurrido este tiempo, se sacaron de la estufa, se dejaron atemperar en desecador y se

pesaron nuevamente. El % de humedad de las muestras se calculé mediante la férmula:

Peso fresco x 100

% Humedad:

Peso fresco—Peso seco

3.4.2 Determinacion del perfil de clases lipidicas

Las clases lipidicas se determinaron por cromatografia en capa fina de alta resolucion en placas
de HPTLC (del inglés, High-Performance Thin-Layer Chromatography) mediante un doble
desarrollo (Olsen & Anderson, 1989). Se utilizaron placas de HPTLC de silice de 10x10 cm,
previamente introducidas en una cubeta con 20 mL de éter para eliminar sus impurezas,
secandolas posteriormente en estufa a 110°C durante 30 min. A continuacién, se marcé cada
placa suavemente con lapiz, evitando rascar la silice. Una alicuota de 30 pg de lipido de cada
muestra experimental se inyecté en la placa utilizando una jeringa Hamilton de 10 uL,
utilizando como estandar externo un extracto de lipido de huevas de bacalao. Asimismo, se dejo

una zona de blanco, con el objetivo de poder comprobar que la placa se encontraba bien
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purificada. Seguidamente, se introdujo la placa en una solucion para separar los lipidos polares,
compuesta de isopropanol, cloroformo, metil acetato, metanol y KCI (0,25%) (5:5:5:2:1,8 en
volumen), y se dejo desarrollar hasta la mitad de la placa. Una vez llegado al punto, se extrajo
de la cubeta y se colocé en un desecador al vacio durante 10 min para eliminar posibles residuos
de solventes y evitar su hidratacion. Posteriormente, se prepard una solucion para separar los
lipidos neutros, compuesta de hexano, éter y acido acético (20:5:0,5 en volumen) que se coloco
en una nueva cubeta, donde se introdujo la placa. Se dejo desarrollar el solvente hasta
encontrarse a 0,5 cm del limite superior de la placa, tras lo cual se extrajo y se introdujo en

desecador al vacio para eliminar los solventes.

A continuacién, se llevé a cabo la tincion de la placa con una solucion de acetato cuprico y
acido ortofosférico en metanol, tifiendo de forma homogénea antes de introducirla en estufa a
160°C durante 10-15 min. Transcurrido este tiempo, se dejo enfriar la placa unos minutos y se
escaned en un CAMAG TLC Visualizer (CAMAG, Muttenz, Suiza) mediante el software
WINnCATS version 1.4.4 para determinar las bandas de las diferentes clases lipidicas por
densitometria (Imagen 5). Su procesado y cuantificacion se realizd0 mediante el software

VideoScan version 1.02, de forma que se obtuvo la proporcion de cada clase lipidica de las

muestras.

Esteres de colesterol

Triglicéridos ° -

Acidos grasos libres ———— - - . -

Colesterol

Diglicéridos - - P = -

Monoglicérildos ———— | 2 - -
e

Fosfatidiletanolamina

o - ; -

Fosfatidilglicerol -

Fosfatidilinositol . N »

Fosfatidilserina »

Fosfatidilcolina__ s + s 5 '

Esfingomieling —— Y

Lisofosfatidilcolina ———— : . : - e ;'

Imagen 5. Distribucién de las clases lipidicas en cromatografia en capa fina
de alta resolucion (HPTLC)
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3.4.3 Determinacion del perfil de acidos grasos

Para la determinacion de los &cidos grasos, se tom6 1 mg de lipido disuelto en CL:MET (2:1,
v/v), al cual se afiadid un 5% de estandar interno (19:0). A continuacion, se evapord
completamente el CL:MET utilizando un vaporizador de nitrégeno. Una vez evaporado, se
afiadio 1 mL de tolueno y 2 mL de &cido sulfurico al 1% en metanol agitando la muestra con
un vortex para favorecer su accion. Las muestras se taparon, llenandolas con nitrégeno para

evitar su oxidacion, y se colocaron en una manta calefactora a 50°C durante 16 h en oscuridad.

Transcurrido el tiempo, los tubos se retiraron de la manta, se dejaron enfriar, se les afiadié 2
mL de KHCOs al 2% y 5 mL de hexano:dietil éter (1:1, v/v) con BHT, y se centrifugaron a
1500 rpm durante 5 min. La fase superior se transfirié a un tubo nuevo y a la fase inferior se le
afiadieron nuevamente 5 mL de hexano:éter (1:1, v/v), y se volvié a centrifugar a 1500 rpm
durante 5 min. Finalmente se transfirié la fase superior al nuevo tubo, se evaporo el solvente

con nitrégeno Yy se resuspendio en 100 uL de hexano.

A continuacion se llevd a cabo la purificacion de los ésteres metilicos de los acidos grasos
(FAME, del inglés Fatty Acid Methyl Ester) mediante cromatografia liquida en capa fina (TLC,
del inglés Thin Layer Chromatography). Para ello, se utilizé una placa TLC de 20 x 20 x 0,25
mm. Se inyectd en cada placa un maximo de 4 muestras experimentales y un estandar externo
de hueva de bacalao, con la ayuda de una jeringuilla Hamilton de 100 pL de capacidad. Una
vez depositadas en la placa, ésta se introdujo en una cubeta con una solucion de hexano, éter y
acido acético (90:10:1 por volumen). La cubeta se tapd y se dejo que se desarrollase el solvente
hasta 1 cm del limite superior de la placa, se extrajo de la cubeta y se secO bajo campana
extractora. Seguidamente, la placa se tifid con iodina al 1%, cubriendo la zona de las muestras
y tifiendo la banda del estandar externo permitiendo la aparicion de una serie de bandas
claramente separadas, en orden descendente: BHT, FAME e impurezas. A continuacion, se
rasparon las bandas donde se encontraban los FAME y se introdujeron individualmente en tubos
de ensayo, a los que se afiadieron 10 mL de hexano:éter. Estos tubos se centrifugaron a 1500
rpm durante 5 min, y posteriormente se recogio la fase superior de cada tubo que se introdujo
en un tubo nuevo. Por udltimo, se evapor6 completamente el solvente bajo atmosfera de
nitrégeno, se recuperaron los FAME purificados mediante 1 mL de n-hexano, y se almacenaron
en un bote de 1,5 mL de capacidad en atmosfera de nitrégeno a -20°C hasta su determinacion

por cromatografia de gases.
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Los &cidos grasos fueron identificados y cuantificados por cromatografia de gases (GC-ULTRA
TRACE; Thermo Scientific, Mil&n, Italia) con inyeccion en columna y detector de ionizacién
de llama (FID, del inglés Flame lonitation Detector) bajo las siguientes condiciones:

- Columna de silice fundida SupelcowaxTM 10 (30 m x 0,32 mm I.D; 0,25 um de espesor)

(Supelco Inc., Bellefonte, EEUU) con fase estacionaria polar.

- El flujo de los gases: helio, 1,5 mL/min; hidrogeno, 35 mL/min; aire, 350 mL/min. El

helio actlla como gas portador.

- Temperatura: Inyector (On Column) 50°C; Detector (FID) 240°C; Columna con rampas
de temperatura con las siguientes caracteristicas: temperatura inicial 50°C, tasa de incremento
de temperatura de 40°C/min hasta alcanzar 150°C, segunda de tasa de incremento de 2°C/min
hasta 200°C, incremento de 1°C/min hasta 214°C, y finalmente 40°C/min hasta una temperatura
final de 230°C mantenida durante 5 min.

La identificacion de cada acido graso se llevo a cabo mediante un multiestandar de composicion

conocida.

3.4.4. Extraccion y cuantificacion de pigmentos

Los pigmentos carotenoides fueron extraidos a partir de 1 g de tejido siguiendo el método
descrito por Barua et al. (1993). El tejido fue sometido a tres solventes de extraccion: en primer
lugar 10 mL de etil acetato:etanol (1:1, v/v) con 0,01% BHT; en segundo lugar, 5 mL de etil
acetato, y, finalmente, 10 mL de hexano con 0,01% BHT. Tras la aplicacion de cada solvente,
se centrifugd la solucién a 1700 rpm durante 3 min, y se recogio el sobrenadante (fase superior)
que fue transferido a una pera de vidrio. Durante toda la extraccion, se trabajo en oscuridad y

en presencia de hielo debido a la alta inestabilidad de los pigmentos.

Una vez extraidos, se evapord el solvente en un rotavapor al vacio (EYELA water bath SB-600,
Madrid, Espafia), se redisolvieron los pigmentos en 1,5 mL de hexano, se centrifugé a 10000
rpm durante 5 min y se filtr6 el sobrenadante a través de filtros de nylon de 0,45 um. Se
almaceno el filtrado en viales oscuros con atmdsfera de nitrégeno a -20 °C hasta su
cuantificacion mediante la lectura de su absorbancia en espectrofotometro (Beckman Coulter

DU-800, Indianapolis IN, USA) a 468 nm, mediante la ecuacion de Lambert-Beer:

A=EXbxC
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Donde “Ay” es la absorbancia a la longitud de onda determinada,” €,” es el coeficiente de
absortividad molar del hexano a esa longitud de onda, “b” es el camino dOptico (cm) y “C” la

concentracion de la especie absorbente.

3.4.5. Determinacion del nivel de peroxidos

Se llevé a cabo mediante el método espectrofotométrico de Shanta & Decker (1994), basado en
la capacidad oxidante de los lipoperoxidos. Asi, estos productos de la oxidacion de los lipidos

oxidan a los Fe (I1), los cuales se transforman en Fe (111).

La determinacion de los perdxidos de las dietas se llevé a cabo a partir de los lipidos extraidos
segun se explicd con anterioridad (Seccion 3.4.1.). En primer lugar, se obtuvo una curva patrén
para el Fe (I11), con la cual se calcula la cantidad de Fe (111) que se genera en nuestra muestra
al oxidar el Fe (I1) afiadido, debido al O activo de los lipoperdxidos. La preparacion de la recta
patron se realizd a partir de una disolucion madre de cloruro de Fe (I1l) de 10 pg/mL con
CL:MET (7:3). La curva presentaba una cantidad creciente de Fe (111): 0, 1, 2, 5, 10, 20, 25, 35
y 40 ug. Una vez preparada la recta patron, se tomaron las muestras extraidas previamente, a
las cuales se afiadieron 10 mL de CL:MET (7:3), tras lo cual se agito la mezcla. Posteriormente,
se afiadieron 50 uL de una disolucion de tiocianato de amonio, el cual reacciona con los iones
Fe (I11) produciendo una sustancia rosa que absorbe luz a 500 nm. Por ello, se introdujo a
continuacion una disolucion de cloruro de Fe (I1) y se dejo actuar durante 5 min y se leyo la

absorbancia a 500 nm en un espectrofotometro Beckman Coulter DU-800.

Curva patrén

y = 0,0225x + 0,1409
R?=0,9930

Absorbancia

0 10 20 30 40 50
ug Fe ()

Figura 6. Ejemplo de curva patron utilizada para la determinacion de peroxidos.
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El indice de Peroxidos (IP) de cada muestra se calculd a partir de la siguiente ecuacion:

Abs muestra—b

IP (meq O2/kg lipido): mx 55‘;45 x2

Donde “a” es la pendiente de la recta patron, “b” es la ordenada origen de la recta patréon y “m”
es la masa del lipido en gramos. El valor 55,845 hace referencia al peso atomico del hierro, y

por ultimo el valor 2 se refiere a los miliequivalentes de oxigeno.

Se realizaron tres réplicas independientes de cada componente de la dieta y cuatro réplicas
independientes de cada tratamiento de zoea. Los andlisis se llevaron a cabo entre septiembre de
2019 y julio de 2020. Una vez obtenidos los resultados, se decidio la composicion de las tres
dietas experimentales, basandose en la distinta composicion nutricional de las especies

mencionadas previamente.

3.5. Analisis estadisticos

Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el programa IBM SPSS Statistics 25. Los datos
obtenidos se presentan como medias de las réplicas + desviacion estandar (DE). Para todos los
datos se realizdé una comprobacion de la normalidad mediante el test de Saphiro-Wilk, asi como
la homogeneidad de las varianzas utilizando el test de Levene. A los datos que cumplieron
ambas condiciones, se les aplico un test ANOVA de un factor para determinar las diferencias
entre tratamientos, considerando como diferencias significativas los valores de P<0,05. En
aquellos casos en los que se observaron diferencias significativas, se utilizo el test post hoc de

Tukey para comparar los grupos y establecer las diferencias detectadas.

En aquellos casos en los que los valores no cumplian la normalidad o la homocedasticidad, se
les aplico la transformacion del logaritmo o del arcoseno de la raiz cuadrada. Si aun asi no
cumplian la normalidad, se realiz6 una estadistica no paramétrica, utilizando la prueba de
Kruskal-Wallis, considerando los valores de P<0,05 como significativamente diferentes. En
estos casos, se realiz6 como post hoc el test de la U de Mann-Whitney con un ajuste de
Bonferroni para determinar las diferencias entre tratamientos. Para aquellos casos en los que no

se obtuvieron valores homogéneos, se utilizaron los estadisticos de Welch y de Brown y
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Forsythe para determinar las diferencias entre tratamientos, y a continuacion el test post-hoc Tz

de Dunnet para establecer las diferencias.
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4. RESULTADOS

4.1. Dietas experimentales para reproductores de G. adscensionis

4.1.1. Composicion lipidica y contenido de humedad

La Tabla 1 muestra las proporciones de humedad (H) y de lipido total en preso fresco (L p.f.) y
en peso seco (L p.s.) de las dietas experimentales utilizadas para la alimentacion de
reproductores de G. adscensionis en el presente trabajo. Se pueden observar diferencias
significativas entre las distintas especies analizadas (P<0,05), con la limanda presentando los
niveles mas altos de humedad (92,13 + 0,16%), asi como los mas bajos de lipido en peso fresco
(0,27 £ 0,03%). Por el contrario, la caballa muestra, junto con la galera, los niveles de humedad
maés bajos de todos los tratamientos (70,87 £ 1,36 y 75,90 + 0,46%, respectivamente), asi como
los mayores porcentajes de lipido, tanto en peso fresco como en peso seco (L p.f.: 6,91 + 2,32%;
L p.s.: 23,56 £ 7,20%). Cabe destacar igualmente, los elevados porcentajes que presenta el
chipiron en los tres parametros analizados con respecto al resto de tratamientos (H: 85,07 +
1,20%; L p.f.: 1,88 £ 0,61%; L p.s.: 12,68 + 4,38%).

La composicion de las clases lipidicas de las distintas especies utilizadas para alimentar a los
reproductores del cangrejo rojo se muestra en la Tabla 2. La caballa presenta el mayor
porcentaje total de lipidos neutros (TNL), en torno a un 85% del lipido total, no detectandose
diferencias significativas entre las otras dietas. Cabe destacar la presencia de cerebrosidos en la
galera, el chipiron y la almeja (0,79, 0,42 y 1,95%, respectivamente) mientras que en ambos
peces (limanda y caballa) y en el langostino, no fue detectada. Entre los lipidos neutros, los
triacilglicéridos (TAG) son la fraccion mas abundante en la caballa y la almeja (38,37 + 4,88 y
17,03 £ 4,92%, respectivamente), mientras que los niveles de acidos grasos libres (FFA) son
los més bajos en la almeja (2,78 £ 0,95%). Por el contrario, la limanda y la galera presentan las
mayores proporciones de FFAs (38,47 + 1,99 y 39,45 * 2,02%, respectivamente). La caballa
destaca igualmente por sus elevados porcentajes de monoacilglicéridos (MAG, 13,35 + 2,39%)
y diacilglicéridos (DAG, 4,15 + 0,47%), contrariamente al langostino, cuyos niveles son
significativamente menores (2,66 + 0,78 y 0,57 £ 0,28%, respectivamente). En cuanto a los
lipidos polares, las fracciones mas abundantes en todos los componentes dietarios son la
fosfatidilcolina (PC) y la fosfatidiletanolamina (PE), destacando los elevados valores de

fosfatidiletanolamina (PE) en el langostino, chipirén y almeja (14,44 + 1,93; 17,83 £ 3,84y
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12,19 + 1,62% respectivamente) con respecto a las otras especies. La almeja destaca por
presentar la méas alta proporcion de fosfatidilinositol (PI) (10,25 + 0,58%) y por la ausencia de
lisofosfatidilcolina (LPC). Por el contrario, el porcentaje de LPC en la limanda es el més alto
de todos los tratamientos (1,86 + 0,45%) que también presenta niveles de esfingomielina (SM)

significativamente menores que los del chipiron.
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Tabla 1. Contenido de humedad, lipido en peso fresco y lipido en peso seco de las dietas experimentales utilizadas en la alimentacion de reproductores de G.
adscensionis.

Galera Langostino Chipirén Limanda Caballa Almeja

H (%) 7590+0,46 a 79,54 +291 abc 8507+120 ¢ 92,13+0,16 d 70,87+1,36 a 78,90+0,43 b

Lpf (%) 118+043 bc 1,07+0,51 abc 1,88+061 ¢ 0,27+0,03 a 691+232 d 1,23+0,15 Dbc

Lps (%) 488+x173 b 511+149 b 12,68 +4,38 cC 3,38+0,36 ab 2356+720 ¢ 582+061 b

Los resultados se presentan como media + DE (n=3). H: Humedad; L p.f.: Lipido en peso fresco; L p.s.: Lipido en peso seco. Diferentes letras en cada fila
indican diferencias significativas entre las distintas dietas (P<0,05).
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Tabla 2. Perfil de clases lipidicas (% del lipido total) de las dietas experimentales utilizadas en la alimentacion de reproductores de G. adscensionis.

Galera Langostino Chipirén Limanda Caballa Almeja
LPC 0,93+0,37 bc 0,34+0,06 b 0,81+0,30 bc 1,86+045 ¢ 0,16 £0,28 b nd a
SM 058+0,34 a 0,87+0,09 ab 230+£043 b 1,20+0,79 a 1,02+041 ab 0,13+0,03 a
PC 12,08 +1,81 abc 1552+ 171 bc 18,76 £2,02 c 8,28+0,53 ab 7,19+203 a 12,44 + 1,74 abc
PS 4,06 +0,35 abc 337157 ab 552+171 Dbc 382+086 abc 0,70+x014 a 451+0,99 bc
Pl 1,84+£024 ab 2,18 + 0,84 ab 448+100 c 3,11+£0,47 bc 0,82+0,34 a 10,25+0,58 d
PG 215+0,13 b 2,20+0,08 ab nd a 1,50+0,76 b 151+151 b 349+185 b
PE 893+131 hc 14,44+193 cd 17,83+3,84 d 6,94+035 ab 2,26+168 a 12,19+ 1,62 bcd
TPL 31,36 £320 b 3863+492 b 50,13+8,70 b 26,72+091 b 13,67 +5,65 a 4492 +2,16 b
CER 079+022 b nd ab 042034 b nd a nd a 195060 b
MAG  576%017 ab 266078 a 404+163 ab  844+185 b  1335+239 c  628+293 ab
DAG 1,67+0,22 ab 0,57 +0,28 a 137147 a 2,06 +£0,90 ab 4,15+047 b 1,80+1,38 ab
CHO 15,47 +1,72 abc 24,38+4,15 cd 18,97 +193 bcd 16,58+0,42 abc 10,30+2,12 ab 21,46+1,09 bcd
FFA 39,45+202 ¢ 29,81 +6,89 bc 14,71 +328 b 38,47+£199 c 17,85+ 3,19 bc 2,/18+0,95 a
TAG 463+093 a 2,51+1,79 a 6,90+4,08 a 266+134 a 38,37 +£4,88 ¢ 17,03+4,92 b
SE 166+050 a 1,44 +0,18 a 3,88+1,08 ab 507+0,07 b 2,32+127 ab 564+092 b
TNL 68,64 £ 3,20 abc 61,37 +£4,92 abc 49,87+870 a 73,28+£0,91 bc 86,33+£5,65 ¢ 55,08 £2,16 ab

Los resultados se presentan como media £ DE (n=3). LPC: Lisofosfatidilcolina; SM: Esfingomielina; PC: Fosfatidilcolina; PS: Fosfatidilserina; PI:
Fosfatidilinositol; PG: Fosfatidilglicerol; PE: Fosfatidiletanolamina; TPL: Total de lipidos polares; CER: Cerebrésidos; MAG: Monoacilglicéridos; DAG:
Diacilglicéridos; CHO: Colesterol; FFA: Acidos Grasos Libres; TAG: Triacilglicéridos; SE: Esteres de esterol; TNL: Total de lipidos neutros; nd: no detectado.
Diferentes letras en cada fila indican diferencias significativas entre dietas (P<0,05).
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La composicién de &cidos grasos de las diferentes dietas expresada en pg/mg tejido se muestra
en la Tabla 3. Dentro de los &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga (LC-PUFA) cabe
destacar que el chipiron y la limanda presentan la menor cantidad de ARA (20:4 n-6) de todos
los tratamientos (0,15 £ 0,02 y 0,11 + 0,01 pg/mg, respectivamente), mientras que la caballa es
la que contiene niveles mas altos (0,53 £ 0,12 pg/mg), si bien no resultan significativamente
diferentes. En el caso del EPA, los valores mas elevados se vuelven a encontrar en la caballa y
también en el chipiron (2,37 £ 0,77 y 1,64 + 0,27 pg/mg, respectivamente), mientras que la
limanda y la almeja son los que muestran las cantidades menores, en torno a 30 pg/mg.
Nuevamente la caballa presenta los valores mas elevados de DHA de todas las dietas ensayadas
(9,96 + 2,70 pg/mg). En base a estos resultados, el ratio DHA/EPA resulta significativamente
mayor en la caballa (4,28 + 0,35) seguida de en el chipirdn (2,36 + 0,04), y menor en la galera
y el langostino (1,25 £ 0,10 y 0,94 + 0,05, respectivamente).

También se encuentran diferencias dietarias en las cantidades totales de acidos grasos saturados
(SFA) e insaturados. En el caso de los saturados, la caballa destaca con unos niveles claramente
maés elevados (15,13 + 5,15 pg/mg), mientras que la limanda presenta las cantidades mas
reducidas de SFA, monoinsaturados (MUFA) y polinsaturados (PUFA) (0,57 £ 0,06; 0,62 *
0,14 y 1,04 £ 0,02 pg/mg, respectivamente). En el caso de los PUFA, de nuevo la caballa, junto
al chipirdn, contiene los valores mas altos, aunque estadisticamente no resulte significativo en

el caso de la caballa.

Dentro de los &cidos grasos saturados, destacan el acido palmitico (16:0) y el acido esteérico
(18:0). El primero, presenta su mayor contenido en la caballa (9,10 £ 3,06 pg/mg) seguido del
chipiron (3,15 + 0,40 pg/mg), mientras que el 18:0 es mas abundante en la caballa (3,20 £ 1,01
pHg/mg) y mas reducido en la limanda (0,13 + 0,01 pg/mg).

Los acidos grasos mas relevantes dentro de los MUFA fueron el 16:1 n-7 y el 18:1 n-9, que
representan mas el 60% del total en todas las dietas. Al igual que en los saturados, la caballa es
el alimento que presenta cantidades mayores de estos dos acidos grasos (2,04 + 0,77 y 6,98 +
2,49 pg/mg, respectivamente), mientras que en el resto de organismos los valores se mantienen

a niveles similares (0,06-0,49 y 0,32-2,71 pug/mg, respectivamente).

En cuanto a los acidos grasos omega 3 (n-3) y omega 6 (n-6), la caballa presenta los mayores
niveles de ambos (14,64 + 4,28 y 1,75 + 0,51 pug/mg, respectivamente), destacando también los
valores del chipiron para los n-3 (5,72 + 0,94 pg/mg) y del langostino para los n-6 (2,00 + 0,42

pg/mg). Por el contrario, la limanda destaca por contener unos valores mucho menos elevados
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de ambos grupos (0,88 £ 0,01 y 0,16 + 0,01 pg/mg, respectivamente). En lo que respecta al
ratio entre los dos grupos de &cidos grasos (n-3/n-6), el chipirdn y la caballa son los que
presentan la proporcion mas elevada entre todos los tratamientos (18,35 + 9,48 y 8,36 + 0,06,
respectivamente), al contrario que el langostino (0,75 + 0,07). Individualmente, los 18C PUFA
mas importantes de ambas familias de &cidos grasos en la naturaleza, el acido linoleico (18:2
n-6) y el &cido linolénico (18:3 n-3), se presentan en cantidades reducidas en todos los
ejemplares analizados.
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Tabla 3. Composicion en acidos grasos (ug acido graso/mg) de las dietas experimentales utilizadas en la alimentacién de reproductores de G. adscensionis

Galera Langostino Chipirén Limanda Caballa Almeja

14: 0 0,24+0,14 ab 0,02+0,01 a 0,22+004 b 002£001 a 1,45+0,78 ab 0,13 £ 0,06 ab
15: 0 0,056+0,03 ab 0,02+0,01 ab 0,056+0,01 b 001£000 a 0,42 + 0,15 ab 0,02 + 0,02 ab
15:1n-5 nd nd 0,01£001 b nd a nd a nd a
16: 0 DMA 0,05+ 0,01 0,10 + 0,04 0,11+002 b 001£000 b nd a nd a
16: 0 1,09+0,46 a 1,16+£0,24 a 3,15+040 b 037005 a 9,10 + 3,06 C 1,08 + 0,34 a
16: 1 n-9 0,02+0,02 ab 0,03+0,01 ab 0,04+001 ab 0,01%£000 a 0,21 + 0,07 ab 0,04 £ 0,00 b
16: 1 n-7 0,49+0,26 a 0,09+0,04 a 0,13+0,05 a 006£001 a 2,04 £ 0,77 b 0,25+ 0,09 a
16: 1 n-5 0,03+0,02 bc 0,01+0,01 bc 0,03+0,00 ¢ 0,01£000 b 0,16 + 0,05 bc nd a
16:2 n-4 nd a nd a nd a nd a 0,12 £0,10 nd a
17: 1 ramificado 0,04+0,02 b nd a nd a 001+000 b 0,48 £ 0,15 0,01 £0,02 b
17: 0 0,09+004 ab 0,07+0,02 ab 0,07+001 b 002£000 a 0,60 + 0,19 ab 0,10 £ 0,02 ab
16:3n-4 nd a nd a nd a nd a nd a 0,08 £0,01 b
17: 1 n-7 0,07+0,03 ab 0,02+0,01 ab 0,01+0,02 ab tr a 0,31+0,10 ab 0,03 £ 0,00 b
18: 0 DMA 0,03+0,01 b 0,18+0,05 b 0,01+001 b nd a 0,03 + 0,05 b 0,66 + 0,03 C
18: 1 n-9 DMA 0,07+£0,03 ¢ nd a 0,09 £0,02 0,01£0,01 ab nd a nd a
18: 1 n-7 DMA nd a 0,02+£0,01 b tr 0,01£0,01 b nd a nd a
18: 0 040+0,16 ab 066+008 b 0,60+0,17 ab 0,13%£0,01 a 3,20+ 1,01 C 0,42 £0,10 ab
18:1n-9 0,74 £ 0,13 1,02 £0,23 2,71+ 4,00 0,32+0,15 6,98 + 2,49 0,42 + 0,09

18: 1 n-7 0,32+0,14 0,21 + 0,06 0,29+ 0,16 0,14 + 0,00 1,35 +0,37 0,13 £ 0,04
18:1n-5 0,03+0,01 ab 0,03+x0,01 ab 0,06+0,05 ab 0,01+0,00 ab 0,18 + 0,04 b 0,02 £ 0,02 a
18:2n-6 0,10 £ 0,03 1,61+0,35 0,17 £ 0,24 0,03 +0,01 0,59 + 0,22 0,07 £ 0,03
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18:3n-4
18: 3 n-3
18: 4 n-3
20: 0

20: 1 n-11
20: 1 n-9
20: 1 n-7
20: 2 n-6
20: 4 n-6
20: 3n-3
20:4n-3
20:5n-3
22: 0
22:1n-11
22:1n-9
22:2n-6
21:5n-3
22: 4 n-6
22:5n-6
22:5n-3
24: 0
22:6n-3
Total

nd
0,03 +0,01
0,04 + 0,02
0,03 £ 0,02
0,02 + 0,03
0,04 + 0,02
0,05 + 0,04
0,05+ 0,03
0,33+0,16

nd
0,03 £ 0,03
0,86 + 0,49
0,04 + 0,02

nd

nd

nd

nd

nd
0,05+ 0,03
0,10 £ 0,06

nd
1,09 £ 0,63
6,81 + 3,15

bc

bc

bc

nd
0,11 £0,02

nd
0,03 +0,01

nd
0,06 + 0,01

nd
0,18 + 0,02
0,19 + 0,09
0,02 + 0,00
0,01 +0,01
0,68 + 0,24
0,05+ 0,01

nd
0,01 +£0,01

nd

nd

nd
0,02 £ 0,00
0,06 + 0,02
0,01 £ 0,02
0,63+0,19
7,44 +1,78

QT 9 T o

ab
bc

bc

0,01 +0,01
0,01 + 0,02
tr
0,02 + 0,03
0,01 + 0,02
0,36 + 0,06
0,02 + 0,01
0,03 £ 0,00
0,15+ 0,02
0,07 £ 0,00
0,01 + 0,02
1,64 +£0,27
0,04 £ 0,01
nd
0,04 + 0,00
nd
0,01 +0,01
nd
0,04 + 0,00
0,06 + 0,00
nd
3,88+ 0,70
14,30 + 4,16

o O 9 9 T T T T O T T

nd

nd

nd

nd

nd
0,02 + 0,00
0,02 + 0,00

nd
0,11 +0,01

nd
0,01 + 0,00
0,30 + 0,02
0,01 + 0,00

tr

nd

tr
0,01 + 0,00
0,01 +£0,01
0,09 + 0,00
0,06 + 0,01

nd
0,50 + 0,02
2,30 +£0,20

nd
0,36 + 0,14
0,49 +0,18
0,17 + 0,06
nd
1,33 +0,53
nd
0,19 + 0,07
0,53+0,12
nd
0,37 +£0,12
2,37 £ 0,77
0,16 + 0,03
0,18 + 0,07
0,20 + 0,07
nd
0,16 + 0,03
nd
0,44 £ 0,10
0,93+0,34
nd
9,96 + 2,70

45,72 + 14,94

abc
ab
a
Cc
Cc

0,03 £ 0,00
0,06 + 0,03
0,06 + 0,03
nd
0,15+ 0,02
0,06 + 0,02
0,10 £ 0,01
0,12 £ 0,02
0,26 + 0,02
nd
nd
0,34 +0,12
nd
0,02 + 0,02
nd
nd
0,03+ 0,01
0,08 £ 0,00
0,10 £ 0,01
0,10 £ 0,01
nd
0,65+0,13
6,06 + 1,27
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Saturados
MUFA
PUFA
LC-PUFA
n-3

n-6

n-3/n-6
ARA/EPA
DHA/EPA
EPA+DHA

2,03 +0,90
192+0,71
2,68 +1,48
2,52 +1,42
2,15+1,24
0,53 +0,24
3,85+0,71
0,40 + 0,05
1,25+0,10
1,96 £1,12

ab

2,31+0,48
1,49 +0,37
3,51 +0,87
1,80 £ 0,50
1,51+0,45
2,00 +0,42
0,75 + 0,07
0,28 + 0,03
0,94 + 0,05
1,32 +£0,42

ab

a
bc
a
a

4,27 £ 0,54
3,78 +4,23
6,12 + 0,77
5,89 +0,98
5,72+ 0,94
0,39 + 0,22
18,35+ 9,48
0,09 + 0,00
2,36 + 0,04
5,52 + 0,97

c
a
b
b
b
a
e
a
c
b

0,57 + 0,06
0,62 +0,14
1,04 £ 0,02
1,01 +£0,02
0,88 + 0,01
0,16 + 0,01
5,39 + 0,27
0,36 + 0,03
1,66 £ 0,05
0,80 + 0,01

bc
bc
bc

a

15,13 +5,15
13,43 +4,71
16,51 + 4,89
14,95 + 4,24
14,64 + 4,28
1,75+0,51
8,36 + 0,06
0,23 + 0,02
4,28 + 0,35
12,33 + 3,47

ab
ab

bc
d
c

2,42 +0,57
1,23 +0,22
1,99 +0,42
1,68 + 0,32
1,24 + 0,33
0,63 + 0,08
1,95+ 0,26
0,81 +0,19
1,97 £ 0,27
0,99 +0,25

O T 2 929 9 292 22 O

o
(]

a

Los resultados se presentan como media = DE (n=3). nd: no detectado; tr: trazas (<0,01); DMA: dimetilacetales; MUFA: Acidos grasos monoinsaturados;
PUFA: Acidos grasos polinsaturados; LC-PUFA: Acidos grasos polinsaturados de cadena larga; n-3: Acidos grasos omega 3; n-6: Acidos grasos omega 6;
ARA: 20:4 n-6; EPA: 20:5 n-3; DHA: 22:6 n-3. Diferentes letras en cada fila indican diferencias significativas entre dietas (P<0,05).
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4.1.2. Contenido de pigmentos e Indice de perdxidos

En la Tabla 4 se muestra el contenido en pigmentos carotenoides de las distintas dietas,
observandose diferencias significativas entre la limanda (0,23 + 0,05 pg/g), y el resto de dietas
cuyos valores son mas elevados que los de este pescado blanco. En concreto, el langostino
muestra el contenido de carotenoides mas elevado, si bien no resulta significativo debido a la

alta dispersion de los valores obtenidos (11,22 + 3,67 pg/g).

El indice de peroxidos (IP), utilizado para comprobar el grado de oxidacion de los tejidos de
los diferentes componentes de las dietas experimentales, son recogidos en la Tabla 5. En ella
se puede observar como la almeja y la caballa presentan niveles de oxidacién mas elevados
(45,93 £ 1,81y 34,43 £ 7,75 meq O2/kg lipido respectivamente), mientras que en el langostino y
el chipiron muestran los niveles de oxidacion méas bajos de todas las dietas (4,69 + 0,69 y 3,49

+ 1,22 meq O/kg lipido, respectivamente).
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Tabla 4. Contenido de pigmentos carotenoides (ug/g) de las dietas experimentales utilizadas en la alimentacion de reproductores de G. adscensionis.

Galera Langostino Chipirén Limanda Caballa Almeja

Carotenoides 1,12+0,13 b 1122+367 b 281%+183 b 0,23+0,05 a 1,02+0,37 b 270037 b

Los resultados se presentan como media + DE (n=3). Diferentes letras indican diferencias significativas entre las distintas dietas (P< 0,05).

Tabla 5. indice de perdxidos (IP, meq O2/kg lipido) de dietas experimentales utilizadas en la alimentacion de reproductores de G. adscensionis.

Galera Langostino Chipirén Limanda Caballa Almeja

IP 11,58+228 ab 469+069 a 349+122 a 26,72+1092 bc 3443+7,75 cd 4593+181 d

Los resultados se presentan como media + DE (n=3). Diferentes letras indican diferencias significativas entre las distintas dietas (P<0,05).
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4.2. Zoeas de reproductores de G. adscensionis alimentados con las distintas dietas

experimentales

4.2.1. Composicion lipidica

La Tabla 6 muestra los porcentajes de humedad y de lipido en peso fresco y en peso seco
de las zoeas obtenidas de reproductores de G. adscensionis alimentados con las diferentes
dietas experimentales. Si bien a nivel de humedad no se encuentran diferencias entre los
tres tratamientos, la zoea alimentada con caballa presenta unos porcentajes de lipido
menores (L p.f.: 0,42 £0,06% y L p.s.: 3,91 + 0,59%) que los otros dos tratamientos de

Z0oe€as.

Tabla 6. Contenido de humedad, lipido en peso fresco y lipido en peso seco de zoeas de
reproductores de G. adscensionis alimentados con las tres dietas experimentales.

Zoeal Zoea 2 Zoea 3
H (%) 89,18 +1,43 89,22 £ 0,77 87,86 £ 0,70
L p.f. (%) 0,42 + 0,06 a 0,59 +0,05 b 0,66 + 0,03 b
L p.s. (%) 3,91 +0,59 a 5,49 + 0,81 b 5,48 + 0,44 b

Los resultados se presentan como media £ DE (n=4). H: Humedad; L p.f.: Lipido en peso fresco;
L p.s.: Lipido en peso seco. Diferentes letras en cada fila indican diferencias significativas entre
los distintos tratamientos (P<0,05).

En la Tabla 7 se encuentran representadas las clases lipidicas de los tres tratamientos de
zoeas del cangrejo rojo. A nivel de las proporciones totales de lipidos polares y neutros
no se encontrd diferencia alguna entre tratamientos. Sin embargo, si que se detectan
algunos cambios en determinadas clases lipidicas especificas. En las zoeas del tratamiento
1, correspondiente a reproductores alimentados con caballa, se observé un porcentaje
significativamente menor de TAG que en los otros dos tratamientos de zoeas (15,11 +
2,44% frente a 23,95 £ 0,72 y 23,82 + 3,87%, respectivamente). Asimismo, la zoea 1 fue
la Unica en presentar LPC (0,08 £ 0,10%), la cual no se encontr6 en los tratamientos 2 y
3. En cuanto a la zoea 2, cuyos reproductores fueron alimentados con una dieta
multiespecifica, sus niveles de ésteres de esterol (SE) son menores que los de la zoea 3,

procedentes de reproductores alimentados con galera y chipiron (5,34 £ 0,15 frente a 9,48
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+ 0,89%, respectivamente). Por el contrario, el porcentaje de MAG resulta
significativamente menor en la zoea 3 (1,86 = 0,32%) que en la zoea 1 (2,80 £+ 0,50%).

Tabla 7. Perfil de clases lipidicas (% del lipido total) de zoeas de reproductores de G.
adscensionis alimentados con las tres dietas experimentales.

Zoeal Zoea 2 Zoea 3
LPC 0,08+£0,10 b nd a nd a
SM 0,96 £+ 0,21 0,78+0,14 1,06 + 0,30
PC 17,44 + 4,89 17,48 £ 0,74 17,09+ 1,11
PS 471 +1,25 3,95 +£0,22 3,79 £0,28
Pl 2,70+ 0,90 ab 2,71+0,14 b 2,32+£0,15 a
PG 3,68+0,74 3,16 £0,18 3,04 £0,41
PE 12,17 £ 2,55 12,38 + 0,46 11,57 £ 0,45
TPL 41,74 £ 10,08 40,45 £ 0,48 38,85 + 2,00
MAG 2,80+0,50 b 2,67+0,58 ab 1,86 +0,32 a
DAG 1,79+ 0,43 ab 1,98+0,10 b 1,75+0,08 a
CHO 17,47 £ 2,26 17,89 £ 0,39 17,82 + 0,89
FFA 12,94 + 6,87 7,72 £0,37 6,42 £ 2,52
TAG 15,11 +2,44 a 23,95+0,72 b 23,82+387 b
SE 8,16 £ 2,68 ab 534+0,15 a 9,48+£0,89 b
TNL 58,26 + 10,08 59,55+ 0,48 61,15 + 2,00

Los resultados se presentan como media £+ DE (n=4). LPC: Lisofosfatidilcolina; SM:
Esfingomielina; PC: Fosfatidilcolina; PS: Fosfatidilserina; PIl: Fosfatidilinositol; PG:
Fosfatidilglicerol; PE: Fosfatidiletanolamina; TPL: Total de lipidos polares; MAG:
Monoacilglicéridos; DAG: Diacilglicéridos; CHO: Colesterol; FFA: Acidos Grasos Libres;
TAG: Triacilglicéridos; SE: Esteres de Esterol; TNL: Total de lipidos neutros; nd: no detectado.
Diferentes letras en cada fila indican diferencias significativas entre los distintos tratamientos
(P<0,05).

La composicidn en acidos grasos de las zoeas de G. adscensionis se muestran en la Tabla
8. Las zoeas de la dieta 1 presentan unos niveles significativamente menores con respecto
a las zoeas 2 y 3 tanto en el contenido de ARA (0,19 £ 0,03 ug acido graso/mg frente a
0,32 £0,09y 0,29 +0,01) como en el de EPA (0,22 + 0,02 frente a 0,40 + 0,04 y 0,42 +
0,01 ug acido graso/mg, respectivamente) y de DHA (0,26 + 0,03 frente a 0,45 + 0,03 y
0,50 + 0,03 ug acido graso/mg), no registrandose diferencias entre las zoeas de los dos

Gltimos tratamientos.
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En relacion a la cantidad total de los grupos de acidos saturados e insaturados, la zoea
procedente de reproductores alimentados con caballa contiene unos niveles
significativamente menores de saturados (0,75 + 0,14 pg é&cido graso/mg),
monoinsaturados (0,75 + 0,19 ug acido graso/mg) y polinsaturados (0,82 + 0,11 pg &cido
graso/mg) con respecto a las zoeas 2 y 3, mientras que entre estas dos no se registran

cambios significativos.

Entre los saturados, se encuentran diferencias en los dos principales representantes de
estos &cidos grasos. Tanto para el acido palmitico como para el &cido esteérico, la zoea 1
muestra niveles mas reducidos (16:0: 0,42 + 0,10; 18:0: 0,19 + 0,03) que los dos

tratamientos restantes.

En el caso de los MUFA, destacan los valores de los acidos 16:1 n-7 y 18:1 n-9 por su
mayor presencia. En el primero, las zoeas 2 y 3 muestran niveles significativamente
mayores que la zoea 1 (0,22 + 0,04 y 0,26 + 0,08 pg acido graso/mg frente a 0,09 = 0,03
g acido graso/mg). En el de 18C, de nuevo la zoea 1 contiene un valor menor, si bien en
este caso la diferencia es menor con la zoea 2 que con la zoea 3 (0,45 + 0,11 frente a 0,63

+ 0,07 y 0,76 + 0,12 respectivamente).

Por ultimo, las proporciones de acidos omega 3 (n-3) y omega 6 (n-6), muestran unos
resultados muy similares a los mencionados previamente. La zoea 1 presenta niveles
significativamente menores para ambos grupos (n-3: 0,51 + 0,06 pg &cido graso/mg; n-6:
0,30 £ 0,06 pg acido graso/mg). Asimismo, el ratio entre estos dos grupos para la zoea 1
resulta significativamente mas bajo que en los dos tratamientos restantes (1,76 + 0,27
frente a 2,08 £ 0,40y 2,21 + 0,23).
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Tabla 8. Composicion en acidos grasos (ug acido graso/mg) de las zoeas de reproductores de G.
adscensionis alimentados con las tres dietas experimentales.

Zoeal Zoea 2 Zoea 3

14: 0 0,02+£0,01 a 0,06+£0,01 b 0,05+000 b
15: 0 0,01£0,00 a 0,02+£0,01 b 0,03+£000 b
16: 0 DMA 0,02+0,00 a 0,03+£0,00 b 0,02+0,00 b
16: 0 042+0,10 a 0,76 £0,07 b 087010 b
16: 1 n-9 tr tr tr

16: 1 n-7 0,09 + 0,03 022+0,04 b 0,26+£0,08 b
16: 1 n-5 nd 0,001£0,00 b 0,01+£000 b
17: 1 ramificado 0,01 +£0,00 0,01 £0,01 0,01 = 0,00
17:0 0,02+0,00 a 0,03+£0,00 b 0,03+£0,00 b
16: 3 n-4 0,02 £ 0,00 0,03+£0,01 0,03£0,01

18: 0 DMA 0,04+0,00 a 0,06+£0,01 ab 0,05+000 b
18: 0 0,19+0,03 a 0,28+0,04 b 030+001 b
18: 1 n-9 045+0,11 a 0,63+£0,07 ab 0,76+0,12 b
18: 1 n-7 0,13+0,04 a 0,23+£0,03 b 0,26+0,03 b
18: 1 n-5 0,01£0,00 a 0,02+£0,00 b 0,02+£001 b
18: 2 n-6 0,06 £ 0,02 0,06 £ 0,02 0,06 £ 0,03
18:3n-3 0,01 £0,00 0,01 +£0,00 0,02 £0,01

20: 0 0,01£0,00 a 0,02+£0,00 b 0,02+000 b
20: 1 n-9 0,04£0,00 a 0,06+£001 b 001+001 a
20: 1 n-7 0,01£0,00 a 0,02+£0,00 b 0,02+000 b
20: 2 n-6 0,04£0,01 c 0,01£0,01 b 0,01+000 a
20: 4 n-6 0,19+0,03 a 0,32+£0,09 b 0,29+£001 b
20: 3 n-3 0,01£0,00 a 0,01+£0,00 b 0,01+£000 b
20:5n-3 0,22+0,02 a 040£0,04 b 042£001 b
22:0 0,01£0,00 a 0,02+£0,00 b 0,02+000 c
22:1n-9 tr tr 0,01 +0,01
23:0 tr b nd a nd a
22:5n-6 0,01 £0,00 0,01 £0,00 0,01 0,00
22:5n-3 0,01£0,00 a 0,01+£0,00 b 0,01+£000 b
22:6n-3 0,26 £0,03 a 045+003 b 050+£003 b
Total 2,38+045 a 391+042 b 437+039 b
Saturados 0,75+0,14 a 1,26+0,14 b 140£0,11 b
MUFA 0,75+0,19 a 1,19+013 b 144+026 b
PUFA 0,82+0,11 a 137+014 b 143%£0,03 b
LC-PUFA 0,74+0,09 a 1,26+0,14 b 132+0,03 b
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n-3 0,51+0,06 a 090+006 b 096+0,03 b
n-6 0,30+0,06 a 044+009 b 044+003 b
n-3/n-6 1,76 £0,27 a 208+040 b 221+023 b
ARA/EPA 0,86+0,11 b 0,77+0,15 ab 0,71+0,01 a
DHA/EPA 1,20 £ 0,06 1,12+ 0,09 1,19+0,12

EPA+DHA 0,48+0,05 a 0,85+0,06 b 091+0,03 b

Los resultados se presentan como media £ DE (n=4). nd: no detectado; tr: trazas (<0,01); DMA:
dimetilacetales; MUFA: Acidos grasos monoinsaturados; PUFA: Acidos grasos polinsaturados;
LC-PUFA: Acidos grasos polinsaturados de cadena larga; n-3: Acidos grasos omega 3; n-6:
Acidos grasos omega 6; ARA: 20:4 n-6; EPA: 20:5 n-3; DHA: 22:6 n-3. Diferentes letras en cada
fila indican diferencias significativas entre los distintos tratamientos (P<0,05).
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4.2.2. Presencia de pigmentos carotenoides

Las zoeas 1 presentaron el menor contenido de carotenoides (3,22 + 1,13 pg/g), mientras
que las del tratamiento 2, cuyos reproductores fueron alimentados con una dieta de galera,
langostino, chipiron, almeja y limanda, mostraron los mayores niveles (13,22 + 2,75 pg/g)
(Tabla 9).

Tabla 9. Contenido de pigmentos carotenoides (1g/g) de las zoeas de reproductores de G.
adscensionis alimentados con las tres dietas experimentales.

Zoeal Zoea 2 Zoea 3

Mg/g 3,22+1,13 a 1322+275 ¢ 7,57+ 2,70 b

Los resultados se presentan como media £ DE (n=4). Diferentes letras indican diferencias
significativas entre los distintos tratamientos (P<0,05).

38



5. DISCUSION

5.1. Composicion bioguimica de las dietas y las zoeas de G. adscensionis

El contenido lipidico de los distintos tratamientos dietarios muestra una serie de
diferencias significativas que deben ser destacadas. Asi, la caballa, utilizada hasta el
momento como alimento principal y casi exclusivo de los reproductores del cangrejo rojo
en las instalaciones del COC-IEO de Santa Cruz de Tenerife, presenta un nivel de
humedad inferior al de las otras especies estudiadas en este trabajo. Este hecho se acentta
aun mas si se compara con la otra especie de pez estudiada, la limanda, que presenta un
20% mas de humedad. Estas diferencias en la humedad también se pueden observar en
los porcentajes de lipido en peso fresco (L p.f.) y en peso seco (L p.s.), puesto que la
caballa es, con mucha diferencia, la especie con los mayores niveles de lipido. De nuevo
en el extremo contrario se encuentra la limanda, cuyas proporciones lipidicas son de las
maés bajas de todos las especies analizadas aunque no siempre de manera significativa.
Estas diferencias en la composicion lipidica de ambas especies se corresponden
perfectamente con su calificacion como pescado azul de la caballa y como pescado blanco

la limanda.

El porcentaje de humedad de las zoeas no mostré diferencias entre las tres dietas
estudiadas, con valores bastante elevados en los todos los casos (89%) como suele ser
habitual en la mayoria de los invertebrados marinos, incluyendo el zooplancton. No
obstante, estos resultados son ligeramente mas elevados que los obtenidos por Reis (2011)
(80,06%) y Shcherbakova (2012) (84,06%). Los niveles totales de lipido en peso fresco
y seco, sin embargo, mostraron diferencias entre tratamientos. Asi, a pesar de que los
resultados del presente trabajo muestran a la caballa como la especie con mayor contenido
lipidico, la zoea obtenida de reproductores alimentados con esta especie presento niveles
menores que aquellas alimentadas con dietas mas variadas. Esto sugiere que una dieta
variada, aunque sus componentes individualmente contengan menor cantidad de lipido,
promueve la asimilacién de lipido en los ejemplares de G. adscensionis. Los resultados
lipidicos obtenidos para las Zoeas 2 y 3 son similares a los de Reis (2011) y Shcherbakova
(2012) a pesar de la diferencia de humedad con los resultados expuestos en la presente

memoria.
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Otro punto que se debe tener en consideracidn es el porcentaje de cada clase lipidica que
presentan los distintos tratamientos, puesto que las diferencias entre ellos pueden afectar
a su vez a la composicién lipidica de las zoeas de G. adscensionis y por lo tanto, a su
calidad nutricional como potencial alimento para el cultivo del pulpo. En este caso, se
vuelve a mostrar a la caballa como la especie que presenta las mayores diferencias con
respecto al resto de dietas analizadas. Los analisis bioquimicos llevados a cabo en la
presente memoria revelan que esta especie destaca por unos niveles muy elevados de
lipidos neutros. Este mayor porcentaje se debe principalmente a los acilglicéridos (MAG,
DAG y TAG), mientras que en otros lipidos neutros, tales como los &cidos grasos libres
(FFA), presentan niveles similares o incluso inferiores a los de otras especies, tales como
la limanda. Esta elevada proporcion de acilglicéridos debe ser tenida en cuenta a la hora
de formular una dieta para reproductores del cangrejo ya que son compuestos lipidicos
con marcada funcion energética que, dificilmente van a formar parte de los tejidos de los
ejemplares o de las zoeas que produzcan y por lo tanto, pueden no ser muy efectivos de

cara a la mejora de la alimentacion de las paralarvas de Octopus vulgaris.

Si bien no se detectaron diferencias en los porcentajes totales de lipidos polares (TPL) y
neutros (TNL) de las zoeas de G. adscensionis, la principal diferencia entre ellas se
encuentra en la cantidad de triacilglicéridos (TAG). Curiosamente, la zoea 1, procedente
de reproductores alimentados con caballa, contiene un porcentaje significativamente
menor que los otros dos tratamientos. Estos resultados contrastan con los obtenidos en las
dietas utilizadas, puesto que los niveles de TAG en la caballa resultaban mucho mas
elevados que en el resto de especies utilizadas para la alimentacion de las zoeas 2 y 3. De
igual manera que se evidencio para el contenido total de lipido, parece ser que la mezcla
de especies en la dieta produce cambios significativos en la composicion lipidica de las
zoeas. El otro factor diferencial parece ser el porcentaje de ésteres de esterol (SE), cuyos
niveles son menores en la zoea 2, que presenta la dieta mas variada de los tres
tratamientos. Los resultados aqui obtenidos son similares a los proporcionados por
Shcherbakova (2012) para G. adscensionis y Reis (2011) para G. grapsus. En dichos
estudios, sin embargo, se obtuvo un valor de TAG mayor incluso que en el presente
trabajo, aungue no se detectd la presencia de monoacilglicéridos (MAG), que si fue

detectado en el presente estudio, si bien con unos niveles bajos.

El resto de clases lipidicas méas relevantes de las zoeas no mostraron diferencias entre

grupos, con los porcentajes de colesterol (CHO), fosfatidilcolina (PC) vy
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fosfatidiletanolamina (PE), tres clases lipidicas esenciales para los cefalopodos de
acuerdo con diversos estudios (Navarro & Villanueva, 2000; Almansa et al., 2006),
mostrando proporciones muy similares. Los fosfolipidos y el colesterol resultan de gran
importancia para el desarrollo de numerosas especies marinas (Suzumura, 2005), tanto
para la formacion de membranas lipidicas como para el aporte de determinados
compuestos esenciales, tales como el DHA (Kanazawa, 1997; Wold et al., 2009). Por ello,
sus niveles en la dieta deben ser suficientes para cubrir las necesidades nutricionales de
cada especie. Los FFA tampoco presentaron diferencias significativas, si bien en la zoea
1 los niveles parecen ser ligeramente mayores. Sin embargo, la importancia de los FFA
en las paralarvas de pulpo y por lo tanto en las zoeas de Grapsus, se debe mas a su
composicion que a las cantidades que puedan presentar, destacando la importancia de los
LC-PUFA (EPA, DHA y ARA) (Reis et al., 2014).

Teniendo en cuenta las diferencias observadas en los principales &acidos grasos
poliinsaturados, cabe destacar como la caballa parece aportar una mayor cantidad de EPA
y DHA, hecho que podria influir en el contenido de FAMEs de la zoea 1, cuyos
reproductores se alimentaron exclusivamente de esta especie. La relacion DHA/EPA, que
tiene gran importancia en el medio marino. Curiosamente, la caballa muestra un ratio
especialmente elevado, indicando unos niveles de DHA muy elevados con respecto al
EPA. En el extremo opuesto se encuentran los tratamientos de galera y langostino, todos
los cuales presentan un ratio en torno a 1, teniendo por lo tanto unas cantidades de EPA
y DHA mucho mas equilibradas. Los otros tratamientos tienen un ratio ligeramente mas
elevado que éstos. Dada la influencia que tiene este ratio en el correcto desarrollo de la
fauna marina, principalmente en sus estadios mas tempranos (Reis et al., 2014), es un
hecho que hay que tener en cuenta a la hora de elaborar una dieta correcta en el ambito

de la acuicultura

Los niveles de acidos omega 3 (n-3) y omega 6 (n-6), asi como el ratio entre los dos
grupos, también destacan, principalmente por los valores obtenidos en los tratamientos
de caballa. Asi, esta especie, al igual que en resultados anteriores, presenta unos niveles
de n-3 mucho mas elevados que en los otros tratamientos, asi como de n-6, en este caso
junto al langostino. El ratio n-3/n-6 presenta una gran importancia en la mayor parte de
los seres vivos, incluidos los animales marinos. Ambos grupos de &cidos grasos son
utilizados por diversas enzimas, tanto para la obtencién de nuevos PUFA como para la

sintesis de determinados compuestos, tales como los eicosanoides. Dependiendo del
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sustrato que usen estas enzimas, n-3 0 n-6, los productos que se sintetizan son diferentes
y presentan una accion distinta en los organismos. Asi, los eicosanoides derivados del
ARA (n-6) suelen ser considerados como proinflamatorios, contrariamente a los
procedentes del EPA y DHA (n-3), los cudles presentan una actividad anti-inflamatoria
(Wall et al., 2010; Simopoulos, 2011). En general, un ratio de entre 1 y 2 es el
recomendable en humanos, por lo que, el equilibro entre ambos grupos puede resultar
esencial tanto para la especie de estudio en cuestién, como para su posterior consumo y

efecto en humanos (Tocher, 2015).

Entre los cefalopodos, los &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga (LC-PUFA)
destacan por su alto contenido, asi como por su importancia en su correcto desarrollo,
principalmente en su estado inicial de paralarva (Miliou et al., 2007; Prato et al., 2010).
Diversos estudios han mostrado los efectos que este grupo de acidos grasos tiene sobre
O. vulgaris. Entre ellos, el DHA destaca por su funcion esencial en la formacion de las
membranas celulares, puesto que juega un papel importante en el mantenimiento de su
integridad estructural y funcional (Navarro & Villanueva, 2000, 2003). Esta funcion se
acentla en las paralarvas de cefalépodos que presentan un crecimiento rapido, como es
el caso del pulpo comun, por lo que el contenido de LC-PUFA, principalmente ARA,
EPA y DHA, debe ser primordial en la dieta basica del pulpo durante sus primeras fases
de crecimiento (Miliou et al, 2007). Aunque en menor medida, este hecho también se
observa en la mayor parte de las especies marinas, incluyendo las larvas de los peces
(Watanabe, 1993; Izquierdo & Koven, 2011). Uno de los principales motivos por el que
los crustaceos, entre ellos los cangrejos, se consideran una presa mas adecuada para las
paralarvas de O.vulgaris es precisamente por su alto contenido en estos acidos grasos
altamente poliinsaturados de cadena larga, sobretodo en comparacion con la Artemia,
utilizada hasta el momento como alimento principal de la paralarva pulpo en la

acuicultura (Reis et al., 2017).

Independientemente de la dieta recibida por los reproductores, los acidos grasos mas
destacados en las zoeas del cangrejo rojo son el acido palmitico (16:0), el acido estearico
(18:0), el &cido oleico (18:1 n-9), el ARA, el EPA y el DHA. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos en estudios realizados con anterioridad por Reis et al. (2017).
Precisamente en estos &cidos grasos se encuentran las principales diferencias entre
tratamientos. Los niveles de LC-PUFA de las zoeas 2 y 3, procedentes de reproductores

alimentados con dietas variadas, son significativamente mas elevados que en la zoea de
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reproductores alimentados con caballa. Sin embargo, los porcentajes de EPA y DHA
parecen mantenerse en niveles parecidos en todos los tratamientos, dado que en el ratio
DHA/EPA no se observan diferencias significativas. Este ratio tiene una gran
importancia, puesto que se ha observado una relacién clara entre niveles bajos de
DHA/EPA (<1,5) con un aumento de la mortalidad y una disminucién del crecimiento en
los cefalopodos, incluyendo O. vulgaris (Okumura et al., 2005; Reis et al., 2014).

El ratio ERA/EPA muestra unos niveles relativamente mas elevados de ARA frente a
EPA en la zoea 1, si bien en los tres tratamientos este ratio se mantiene por debajo de 1.
Estos resultados difieren de lo obtenido en estudios previos (Reis, 2011; Shcherbakova,
2012), los cuales mostraron mayores niveles de ARA que de EPA. Este ratio resulta de
gran importancia para O. vulgaris, ya que el ARA parece estar ligado a la mejora de la
calidad de sus huevos, asi como a un aumento de la supervivencia en diversas especies
marinas, incluyendo los cefalopodos (Miliou et al., 2006). En adicion a esto, diversos
estudios han detectado una competencia entre ARA y EPA en la esterificacion de algunos
fosfolipidos, asi como en la produccion de eicosanoides (Shcherbakova, 2012), y un
aumento en los niveles de EPA parece conducir a un descenso consecuente de ARA,

presentando pues una relacion inversa (Miliou et al., 2006; Estefanell et al., 2012).

5.2. Presencia y abundancia de pigmentos carotenoides en las dietas vy zoeas de G.

adscensionis

La presencia de carotenoides en diversas especies de cefalopodos, incluyendo O. vulgaris,
ha sido reportada en diversos estudios (Maoka et al, 1989; Shahidi & Brown, 1998),
destacando la importancia de la astaxantina y sus ésteres (Maoka, 2011). En general, los
pigmentos carotenoides tienen una reconocida funcién antioxidante en la naturaleza, asi
como una potenciacion de la resistencia al estrés oxidativo (Birben et al, 2012; D’Orazio
et al, 2012), siendo unos compuestos esenciales para el mantenimiento de la integridad y
funcion celular. En el &mbito de la acuicultura, esta proteccion frente a la oxidacion
resulta de gran importancia, especialmente en los PUFA, los cuales tienen una mayor
tendencia a la oxidacion, por lo que su presencia en la dieta es altamente necesaria. Esta
repercusion se acentta si se tiene en cuenta el gran relieve de estos acidos grasos, en
especial los LC-PUFA, en las especies de estudio. En menor medida los carotenoides,

principalmente la astaxantina, también realizan una funcién de proteccién y defensa

43



contra los radicales libres, los cuales pueden penetrar en las membranas de las células y
producir dafios oxidativos importantes (Galasso et al, 2017). Debido a todo esto, y al
hecho de que los cefalopodos requieren obtener estos pigmentos a través de la dieta, en
el presente estudio se analiz6 la abundancia de carotenoides en las dietas de G.

adscensionis, asi como en las propias zoeas.

Nuestros resultados parecen indicar que los pigmentos ingeridos a través de la dieta por
los reproductores de G. adscensionis, son transferidos eficientemente a sus zoeas. De esta
forma, la dieta mas variada, que a su vez contenia la especie con mayor nivel de
carotenoides (langostino), dio lugar a zoeas con el mayor contenido de estos pigmentos
antioxidantes. Por el contrario, la zoea alimentada exclusivamente con caballa muestra
los niveles mas bajos de todos los grupos experimentales, mostrando una posible escasez
a la hora de proteger la oxidacion de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga como
el ARA, el EPAy el DHA. Dada la gran transcendencia que los carotenoides tienen en la
salud de los seres vivos, incluidos los cefalopodos, su contenido deberia ser tenido en

cuenta en la alimentacion de O.vulgaris.

5.3. Diferencias en la oxidacién en las dietas de reproductores de G. adscensionis

Como se ha visto previamente, la oxidacion puede resultar un problema en el desarrollo
de la fauna marina, especialmente a nivel de los LC-PUFA, varios de los cuales son &cidos
grasos esenciales tanto para el cangrejo rojo como para el pulpo comun. Este factor debe
tenerse en consideracion en el &mbito de la nutricion en acuicultura, principalmente en el
cultivo de especies para las cuales no se ha desarrollado una dieta adecuada en las que es
practica comun la utilizacion de dietas himedas basadas en especies marinas con un bajo
valor nutricional, puesto que lo que se busca es garantizar un suministro continuo de
alimento. Ademas, estas dietas hUmedas suelen ser proporcionadas congeladas, ya que se
trata de la forma mas sencilla y barata de asegurar una alimentacidn estable sin falta de
stock. Sin embargo, en el proceso de congelacion el alimento puede sufrir una pérdida en
la calidad nutricional, que puede variar segun el proceso de congelacion utilizado,

incluida la temperatura (Tolstorebrov et al, 2009; Secci & Parisi, 2016).

En este caso, y dado que el alimento de los reproductores del cangrejo rojo les fue

proporcionado mediante trozos congelados, se analizaron su indice de peroxidos para
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comprobar si el grado de oxidacién que sufren debido al estado de congelacion varia entre
las diferentes especies que integraron las dietas experimentales.

Segun los resultados obtenidos, se observa una clara diferencia en el estado de oxidacién
de las distintas especies de la dieta. Asi, la almeja y la caballa presentan un indice de
peréxidos mayor, lo cual indica un grado de oxidacion mayor de sus lipidos debido a la
congelacion. Por el contrario, el chipirén y el langostino obtuvieron unos valores
significativamente menores, y la galera muestra un nivel intermedio entre los dos grupos.
Hay que tener en cuenta que los niveles de oxidacion pueden verse influidos por otros
efectos, tales como el proceso de congelacion, puesto que pueden producirse problemas
en la cadena de frio. Por ello, es recomendable realizar analisis de peroxidos cuando se
vayan a utilizar estas dietas para comprobar la calidad del alimento, asi como evitar el
uso de dietas que lleven excesivo tiempo congeladas.

Estos resultados pueden ser importante a la hora de realizar la alimentacion de cualquier
especie, incluido G.adscensionis, dado que este indice indica una reduccion del valor

nutricional de la especie en cuestion.

En general, en base a los resultados obtenidos se puede deducir que la zoea procedente
de reproductores alimentados con una dieta mas variada resulta un alimento mas
adecuado para las paralarvas de pulpo debido a sus elevados niveles nutricionales en
comparacion con la zoea procedente de una monodieta. Seria recomendable estudiar los
efectos de estas dietas en el nimero de huevos de las puestas, asi como en la mortalidad
y el tamafio de las zoeas resultantes, asi como comprobar los efectos de la alimentacion

de las paralarvas de pulpo con zoeas enriquecidas.
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6. CONCLUSIONES

1. La composicién de la dieta de los reproductores del cangrejo rojo Grapsus adscensionis
produce cambios significativos en la composicion lipidica y de pigmentos de las zoeas

producidas.

2. A pesar de que la dieta monoespecifica a base de caballa presenta el contenido lipidico
mas alto, éste no se ve reflejado en el contenido lipidico de las zoeas mostrando una
limitada capacidad de los reproductores para asimilar el lipido dietario y su transferencia

a la descendencia.

3. La dieta multiespecifica compuesta por galera, langostino, chipiron, almeja y limanda,
incrementa el contenido de diversos &cidos grasos esenciales para el cultivo de G.
adscensionis y Octopus vulgaris, tales como el &cido araquidénico (ARA), el acido
eicosapentanoico (EPA) y el acido docosahexanoico (DHA), frente a una dieta

monoespecifica, aunque esta sea mas rica en estos compuestos.

4. Las zoeas cuyos reproductores fueron alimentados con la dieta multiespecifica,
presentan los niveles méas elevados de pigmentos carotenoides, y por lo tanto pueden

resultar mas convenientes para la alimentacion de O. vulgaris en la acuicultura.
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