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Resumen

Los cefalépodos son un grupo de gran importancia a nivel ecologico, pero también lo son a
nivel socio-econdmico ya que una parte de la industria pesquera se dedica a su captura y
comercializacion. Dentro de este grupo, destaca entre los octdépodos el pulpo comin (Octopus
vulgaris), especie de gran interés y que ha recibido mucho esfuerzo investigador para conseguir
completar su ciclo bioldgico en cautividad para una produccién industrial. Muchos son los
problemas que se han presentado a lo largo de los afios para alcanzar este fin. En este trabajo,
se contemplan diversos aspectos de su biologia y del cultivo de sus paralarvas con el fin de
poder extraer ideas relevantes de cara a mejorar su sistema de produccion en un futuro préximo,
y comprender mejor su biologia. Los principales problemas de su cultivo son la alimentacion,
ya que las dietas a dia de hoy no son lo suficientemente eficientes para que estos organismos
completen el ciclo, asi como perfeccionar el protocolo de cultivo. Aunque todavia quedan
muchas incdgnitas por resolver, se empiezan a vislumbrar posibles soluciones que resuelvan
cuellos de botella como la alta tasa de mortalidad y el poder cerrar el ciclo de vida en cautividad

definitivamente.

Palabras clave: Octépodos, pulpo comun, cultivo, dieta.

Abstract

Cephalopods are a group of great importance at an ecological level, but also at a socio-economic
level, since a part of the fishing industry is dedicated to their capture and commercialization.
Within this group, two species stand out among the octopods, the common octopus (Octopus
vulgaris), a species of great interest that has received a great research effort to complete its
biological cycle in captivity for industrial production. Many problems have arisen over the years
to achieve this goal. In this work we will look at various aspects of their biology and of their
paralarvae culture in order to draw out relevant ideas for the future improvement of the
production system, and a better understanding of their biology. The main problems for their
culture are feeding, as at present diets are not efficient enough to allow these organisms to
complete their life cycle, as well as improving the culture protocol. Although there are still
many unknowns to be solved, possible solutions to bottlenecks such as the high mortality rate
and closing their life cycle under captivity definitively, are beginning to be glimpsed.

Keywords: Octopods, common octopus, culture, diet.



1. Introduccion

Los cefalépodos son un grupo de organismos que actualmente presentan unas 800 especies,
dentro de los cuales los dos géneros mas abundantes son Sepia spp. y Octopus spp. (Boyle &
Rodhouse, 2007; Villanueva et al., 2017) con una tasa de crecimiento alta y un periodo de vida
corto, con sexos separados y desarrollo directo, y un Unico periodo de madurez sexual con
multiples desoves. A nivel ecoldgico, los cefalopodos se consideran especies clave, ya que son
depredadores activos y una importante presa para organismos en diferentes niveles de la cadena
alimentaria (Boletzky & Villanueva, 2014; Villanueva et al., 2017).

Los cefalépodos son muy importantes para el consumo humano directo, pero también son muy
demandados por sus subproductos como son el aceite marino, tinta, quitina y quitosano,
colageno, calcio e hidroxiapatita, peptidos funcionales, peptonas, enzimas, proteinasas de las
glandulas digestivas, las cuales se pueden utilizar para preparar salsas de pescado, y abonos
organicos, entre otros. Son un modelo de estudio importante para diversas disciplinas cientificas
como son la investigacion médica y bioquimica, la fisiologia, la neurociencia, la bioquimica
nutricional, en el campo del envejecimiento, la biologia molecular y la inmunologia (Oestmann
et al., 1997), debido a que presentan algunas caracteristicas inusuales como la de su sistema
nervioso y organos de los sentidos (Lee, 1994). Todas estas caracteristicas han generado una
industria pesquera considerable en torno a los cefalopodos y que ademas, en los Gltimos 50
afios, hayan sido un gran objetivo dentro de la acuicultura, avanzando a distintos ritmos
dependiendo de las caracteristicas y necesidades de cada especie dentro de este grupo (Boletzky
& Villanueva, 2014).

Datos recientes sobre las capturas mundiales de pulpo han mostrado que llegan a superar las
301.000 toneladas anuales, siendo el pulpo comdn, Octopus vulgaris, la especie con mayores
capturas y valor comercial. En 2018, las capturas de O. vulgaris en el Mediterraneo, el noreste
y el centro del Atlantico oriental alcanzaron las 81.826 t (FAO, 2020). La especie tiene una
importancia significativa en el sur de Europa, donde practicamente es objeto principal de la
pesca costera tradicional a pequefia escala (Pierce et al., 2010; Sobrino et al., 2011; Pita et al.,
2016). EIl creciente interés por este recurso junto con el agotamiento de las poblaciones
histdricas de peces, asi como el aumento del precio en el sur de Europa estan haciendo que estas

pesquerias costeras de pequefia escala no sean sostenibles a largo plazo (Pita et al., 2021).

La presion pesquera y el alto precio durante los ultimos afios han motivado un gran interés en

la acuicultura de esta especie. Su rapido crecimiento y su alto indice de conversion alimentaria



lo convierten en un increible candidato para la diversificacion de la acuicultura (Iglesias et al.,
2014). Este interés creciente ha dado lugar a exhaustivas investigaciones que han aportado
nuevos datos relevantes que muestran que la alimentacion y la nutricion son factores clave para
conocer sus requerimientos vitales tanto en el medio salvaje como en condiciones de cultivo
(Navarro et al., 2014; Roura et al., 2017). Dada la importancia comercial de esta especie, se han
acumulado considerables conocimientos en torno a su fisiologia y comportamiento, obtenidos
basicamente a partir de ejemplares subadultos y adultos, existiendo una informacion mucho
mas escasa relativa a sus paralarvas, individuos a lo largo del proceso de asentamiento, y
juveniles tanto en el medio natural como en condiciones de cultivo (Wells, 1978). Todos estos
estudios han identificado una carencia de informacion relativa a esta especie en dichos estadios,
especialmente en la nutricion, que es un cuello de botella que impide tanto su produccion

acuicola, como la comprensién de su papel depredador en los sistemas marinos.

En la actualidad, la tecnologia disponible para el cultivo de todo el ciclo de vida de O. vulgaris
es escasa y solo se ha logrado en laboratorio, principalmente porque no existe una dieta
comercial disponible que presente unos requerimientos nutricionales aptos para el desarrollo
completo de esta especie. En consecuencia, el sistema de produccion se basa en la captura de
subadultos jovenes que se mantienen en cautividad y se engordan hasta alcanzar el peso
comercial. Teniendo en cuenta que esto significa un efecto directo sobre las poblaciones
salvajes, se descarta como opcion, por lo que es necesario llevar a cabo mas investigaciones al
respecto. El adecuado desarrollo del cultivo del pulpo para que sea una actividad econémica
sostenible requiere resolver dos cuestiones limitantes: la produccién masiva de subadultos y

una dieta comercial adecuada (lglesias et al., 2014).

Otro aspecto a tener en cuenta es que el pulpo comun esta incluido en la directiva de la Unién
Europea sobre bienestar animal para la proteccion de los animales utilizados con fines
cientificos desde 2010 (Directiva 2010/63/UE). Afios después, Fiorito et al. (2015) propusieron
unas “Pautas para el cuidado y bienestar de los cefalopodos” que se siguen en la actualidad
cuando se trabaja con estos organismos, procurando la mayor calidad de vida posible durante

las experiencias.



2. Objetivo

Analizar la informacidon existente en relacion a la biologia y requerimientos de los primeros
estadios de vida del pulpo comun (Octopus vulgaris) con el fin de identificar posibles mejoras
de los protocolos de cultivo y obtener datos de utilidad para gestionar y conocer las poblaciones

salvajes.

3. Metodologia

Principalmente se ha utilizado el Google Académico para realizar una busqueda preliminar de
los articulos relacionados con el trabajo. Posteriormente, se ha acudido a la bibliografia citada
en los mismos para consultar otros trabajos de interés. También se ha utilizado para las

consultas, bases de datos de NCBI, Elsevier, Springer y paginas similares para la busqueda.

4. Resultados

4.1. Taxonomia y distribucion
Historicamente se consideraba que O. vulgaris presentaba una distribucion cosmopolita, ya que
como las distintas poblaciones conocidas de esta especie que se distribuian en el mar
Mediterraneo y en las aguas tropicales poco profundas que rodean Australasia, Europa, Africa,
Asiay América (Robson, 1929) (Fig. 1) no presentaban diferencias morfologicas significativas,

se pensaba que eran la misma especie.
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Figura 1. Distribucion de las poblaciones de pulpo comun (Octopus vulgaris).
Tomado de Amor et al. (2019).

Sin embargo, estudios recientes basados en el ADNmt han aportado algunas pruebas de la
existencia de diferencias entre las poblaciones de O. vulgaris (Soller et al., 2000; Amor et al.,

2017) . Estas pruebas de ADNmt sugieren que O. vulgaris comprende un conjunto de especies



muy similares a O. vulgaris morfolégicamente pero genéticamente distintas, al cual se le ha
denominado "complejo de especies de Octopus vulgaris". La estimacion del &rbol de especies
dentro del grupo de O. vulgaris tuvo valores muy altos de BootStrap que apoyan esta division
en diferentes especies (BS = >99,1) como se puede ver en la Figura 2, con O. vulgaris s. s., O.
vulgaris Tipo Il, O. vulgaris Tipo I, O. cf. tetricus, O. tetricus y O. sinensis como especies
distintas (Amor et al., 2019).
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Figura 2. Estimacion del arbol de especies que soporta seis
especies dentro del grupo de Octopus vulgaris. Tomado de
Amor et al. (2019).

Amor et al. (2019) tuvieron pruebas de que este taxdn estd compuesto por especies distintas y
que, por lo tanto, se requiere comparaciones morfoldgicas de las diferentes poblaciones de O.
vulgaris para fines taxondmicos. Segun los andlisis de ADNmt, O. sinensis tiene la distribucién
mas amplia de todos los taxones del complejo O. vulgaris. Los analisis de Amor et al. (2014)
mostraron que O. sinensis (tratado como la poblacion de O. vulgaris asiatica) era el taxén
hermano de un clado compuesto por O. tetricus y O. cf. tetricus. Este estudio sugiere en cambio,
que O. cf. tetricus es el taxdn hermano de un clado que contiene O. tetricus y O. sinensis, ya
que esta topologia era significativamente mas probable. Ya que sus resultados se basan en
pruebas del genoma completo, consideran que este hallazgo es una representacion mas fiable
de las verdaderas relaciones entre estos taxones. Ademas, apoyan que otros tres taxones
pertenecientes al grupo O. vulgaris (O. tetricus, O. cf. tetricus y O. sinensis) y O. insularis son

especies validas (Fig. 3).
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Figura 3. Filogenia de maxima verosimilitud que representa las relaciones
entre los miembros del grupo de especies Octopus vulgaris. Tomado de
Amor et al. (2019).

Sasaki (1929) observé que la poblacion de O. vulgaris de las aguas de Japon no era igual que
las descritas en el Mediterraneo y en el Atlantico, es mas, a dia de hoy, su estudio esta apoyado
por distintos estudios a nivel molecular (e.g., Warnke et al., 2004; Kaneko et al., 2011). En este
sentido, los trabajos de Guerra et al. (2010) y de Amor et al. (2014), ya concluyen que esta
especie cosmopolita es de hecho un complejo de especies, como ya mencionamos

anteriormente.

Otra especie que ha cobrado importancia en los ultimos afios es Octopus americanus, el cual
antes era conocido como O. vulgaris tipo Il por otros autores (Sales et al., 2013; Lima et al.,
2017; Gonzalez-Gomez et al., 2018; Amor et al., 2017, 2019; de Luna Sales et al., 2019) y que
en el trabajo de Avendario et al. (2020) ha sido renombrado como O. americanus Montfort,
1802. Esta especie presenta una distribucion a lo largo del continente americano desde Mar del



Plata, Argentina, Brasil, por el Mar del Caribe, y desde el Golfo de México a las costas de
Virginia.
A pesar de esto Ultimo, este trabajo se centrara en las especies O. vulgaris y O. sinensis, debido

a que son las especies que en cuanto a términos de cultivo estan mas avanzadas y son las méas

interesantes a estudiar.

4.2. Biologia
4.2.1. Octopus vulgaris (Cuvier, 1797)
Octopus vulgaris es una especie neritica y meroplanctonica, cuyo ciclo de vida combina una
fase paralarval planctonica relativamente larga con una fase bentdnica juvenil y adulta sin
patrones significativos migratorios (Lourenco, 2014), considerada cosmopolita con limites de
distribucion desconocidos en mares templados y tropicales. Son benténicos y se encuentran
desde el sublitoral hasta profundidades de 200 m, en una variedad de habitats como rocas,
arrecifes de coral y lechos de algas. El tamafio es muy variable dependiendo del habitat, con
una longitud total méxima de 130 cm y un peso méximo de hasta 10 kg (comidnmente 3 kg).
Esta especie tiene una alta fecundidad (100.000-600.000 huevos), produciendo pequefias crias
de unos 2-3 mm de longitud del manto (Mangold, 1983; Roper et al., 1984; Vidal et al., 2010).

Las "paralarvas" de O. vulgaris (término definido por Young & Harman, 1988) eclosionan con
1,0-1,5 mm de longitud de manto (LM) (ca. 1,5-2,9 mm de tamafio total). Son planctonicas,
nadan activamente y tienen altas tasas metabdlicas, requiriendo grandes cantidades de presas
vivas de adecuada movilidad y calidad nutricional (Villanueva, 1995; Iglesias et al., 2000; Parra
et al., 2000; Navarro & Villanueva, 2000, 2003). Durante la fase plancténica, sufren fuertes
cambios morfolégicos debido principalmente al rapido crecimiento de los brazos respecto al
manto. Como resultado, la forma de calamar de las crias se fusiona progresivamente con la

forma de pulpo en el momento del asentamiento.

La estrategia del ciclo vital bentopeldgico de O. vulgaris explica con toda seguridad su amplia
distribucion y la existencia de varias especies cripticas asociadas al complejo de especies de O.
vulgaris, como ya explicamos en el apartado de taxonomia. El area de distribucion conocida de
O. vulgaris es el mar Mediterraneo, el Atlantico oriental (desde el sur de Inglaterra hasta
suroeste de Africa), las Azores, las Islas Canarias, Cabo Verde, Santa Helena, las Islas Tristan
da Cunha y la costa sureste de Sudafrica en el Océano indico (Warnke et al., 2004; Lourenco,
2014)



4.2.2. Octopus sinensis (d’Orbigny, 1834)
El pulpo comun de Asia oriental, Octopus sinensis, es uno de los conocidos pulpos benténicos
con fase paralarval, distribuido por todo el Océano Pacifico noroccidental templado (Gleadall,
2016). Este pulpo es un importante recurso pesquero que ha sido fuertemente explotado y desde
hace tiempo ha atraido la atencién como objetivo para la acuicultura, dedicandose esfuerzos
intensivos en el desarrollo de tecnologias de cria de paralarvas en esta especie (Itami et al.,
1964; Villanueva, 1995; Villanueva et al., 1995; Iglesias et al., 2007; Sauer et al., 2021).

Para ambas especies de pulpo, se dispone de cierta informacion sobre su asentamiento basada
en observaciones de animales criados en laboratorio, del que se hablard con mayor detalle en el
apartado 4.5. En cuanto a los habitos alimentarios, se sabe que las paralarvas del pulpo comin
se alimentan principalmente de larvas de crustaceos decapodos en el habitat natural (Roura et
al., 2012; Olmos-Pérez et al., 2017), habiéndose confirmado su eficacia mediante ensayos de
cria en cautividad (Itami et al., 1964; Villanueva, 1994; Iglesias et al., 2014; Garrido et al.,
2017; Roo et al., 2017; Dan et al., 2019).

Sin embargo, son necesarios mas datos cuantitativos para entender cuando y cdmo los pulpos
cambian su comportamiento en relacion con la adopcion del habitat bentdnico, como paso para
mejorar el conocimiento del proceso de asentamiento. Los resultados del estudio de Dan et al.
(2021) ilustran que los cambios de comportamiento de O. sinensis no estan claramente
delimitados y que se requiere un largo periodo de tiempo para completar el proceso de adoptar
el modo de vida bentonico, lo que sugiere que el proceso de asentamiento en el habitat natural

implica un complejo de cambios graduales.

4.3. Reproduccion y desarrollo embrionario
Los pulpos bentonicos adoptan dos estrategias vitales principales (Boletzky, 1992, 1997 ). La
primera es la produccion de relativamente pocos huevos grandes que dan lugar a crias bien
desarrolladas que se parecen a los adultos y adoptan rapidamente el habito benténico de sus
padres. La segunda estrategia es la produccion de numerosos huevos pequefios que eclosionan
en crias de natacion libre, plancténicas y semitransparentes que ocupan nichos ecoldgicos

distintos a los de los adultos. En el caso de nuestras especies de interés es la segunda.

Durante el desarrollo embrionario de las puestas, se ha observado que las hembras de pulpos
benténicos cuidan sus huevos durante todo el periodo de desarrollo, tras el cual estas mueren.
Asimismo, limpian continuamente la superficie de los huevos con sus ventosas, ventilan los

huevos con descargas de agua mediante el embudo y protegen los huevos de posibles



depredadores. Los huevos de estos pulpos poseen un pedinculo de longitud variable (el
"pedunculo del corion") que se utiliza para fijar el huevo directamente a un sustrato duro o

puede unirse para formar cordones o festones de huevos (Huffard & Hochberg, 2005).

Los huevos que ponen los pulpos con crias planctdnicas suelen ser miles, pero pueden llegar a
500.000 en Octopus vulgaris (Mangold, 1983). Dentro del rango especifico de cada especie, la
temperatura es el principal factor que regula el desarrollo de los embriones de los pulpos, que
es mas rapido a temperaturas mas altas, 22-25 dias en O. vulgaris a 25°C (Mangold, 1983).
Repolho et al. (2014) observaron que el calentamiento de las aguas acortaba el tiempo de
desarrollo embrionario, a una temperatura de 18°C se desarrollaban en 38 dias, mientras que al
subir a una temperatura de 21°C este bajaba a 25 dias. Asimismo, observaron un decrecimiento
de la supervivencia (~30%), notando que también el tamafio de la puesta era inversamente
proporcional a la temperatura y que el porcentaje de paralarvas prematuras de pequefio tamario
incrementaba drasticamente, del 0% a 18°C al 17,8% a los 21°C. Por ello, sabiendo este dato,
el control de la temperatura en los tanques de cultivo es muy importante para la viabilidad de

las puestas.

En el trabajo de Marquez et al. (2021) se habla de que varios autores han informado sobre una
respuesta diferencial de fases embrionarias a la temperatura. En los calamares, los embriones
en la fase de preorganogénesis son mas resistentes a las bajas temperaturas que los de la fase
de organogénesis (O’Dor et al., 1982; Sen, 2005; Vijai et al., 2015). Esta diferencia no se
observd tan acusadamente en las experiencias que realizaron con O. vulgaris, aunque si se
observo con la pota (Ommastrephes bartramii) (Fig. 4), para la que se observo una diferencia
significativa entre la preorganogénesis (~11°C) y la organogénesis (~13°C). Este hecho puede
definirse como una tasa de desarrollo no isomorfica en el sentido de Jarosik et al. (2002, 2004),
e implica que la duracion relativa de las fases embrionarias cambia con la temperatura. El
fendmeno sugiere la posibilidad de aplicar protocolos de incubacion diferentes a la temperatura

constante, que pueden denominarse protocolos anisotérmicos.
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Figura 4. Parametros del modelo lineal de desarrollo aplicados a cada fase embrionaria de
en diferentes especies de cefalépodos. Tomado de Méarquez et al. (2021).

La literatura sobre la variacion temporal en uno y otro caso es escasa (Garcia et al., 2016), pero

podria ser de aplicacion a los protocolos artificiales de incubacion.

Por tanto, el efecto de las fluctuaciones de temperatura es otro punto que seria interesante seguir
investigando en el futuro. El concepto clasico de tiempo térmico permite las fluctuaciones de
temperatura a la hora de calcular la acumulacion de °C diurnos, y seria interesante producir
pruebas experimentales que apoyen esta suposicion también en el caso de los cefalépodos. Al
menos dos articulos, Oosthuizen et al. (2002) y Vijai et al. (2015), trataron esta cuestion, y sus
resultados apoyan la posibilidad de calcular el tiempo térmico en presencia de fluctuaciones de
temperatura. Seria especialmente interesante realizar experimentos de fluctuacion en los que se
compruebe si la transferencia de la temperatura permisiva superior a la permisiva inferior y
viceversa, ejerce algin efecto sobre la acumulacion de tiempo térmico en la eclosién. Estas
transferencias de temperatura deben probarse por separado para las diferentes fases
embrionarias, es decir, habria que investigar si diferentes fases embrionarias varian en su
capacidad para hacer frente a las fluctuaciones de temperatura. Estos experimentos aportan
informacidn sobre el periodo de desarrollo embrionario, lo cual puede ser de utilidad para su

ecologia, para el control de las poblaciones salvajes, asi como para su produccién comercial.

Tras la eclosion, las paralarvas de pulpo poseen reservas de vitelo disponibles que ayudan al
animal durante las primeras horas o dias, combinando la alimentacion enddgena (vitelo) con la
exogena (presa) hasta que el vitelo se absorbe por completo (Boletzky, 1975, 1989). Las
observaciones realizadas en condiciones experimentales muestran que las paralarvas de
Octopus vulgaris bien desarrolladas y no prematuras empiezan a alimentarse durante las

primeras 24 horas después de la eclosion ( Villanueva et al., 2002; Morote et al., 2005; Iglesias
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et al., 2006) y que la presencia de un saco vitelino interno no interfiere aparentemente en el

funcionamiento de ningln 6rgano (Boletzky, 1975).

La cantidad de vitelo es proporcional al peso corporal y la absorcion de vitelo esta relacionada
con la temperatura en las paralarvas de calamar (O’dor et al., 1986; Vidal et al., 2002, 2005).

La misma relacion puede esperarse para las paralarvas de pulpo.

En O. vulgaris, la dieta materna antes del desove influye en la composicion lipidica de los
huevos y las crias, y se ha relacionado con la supervivencia de las paralarvas en condiciones de
inanicion. Las paralarvas cuyas madres fueron alimentadas con una dieta a base de sardina,
presentaron bajas tasas de supervivencia y un bajo contenido en lipidos, especialmente de
fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina, asi como un bajo contenido en &cidos grasos
poliinsaturados (AGP) n-3 y n-6 (Quintana et al., 2005, 2006).

4.4. Paralarvas

4.4.1. Biologia
Young & Harman (1988) definieron la paralarva como "primera fase de crecimiento de los
cefalopodos posterior a la eclosion, la cual es pelagica en aguas cercanas a la superficie durante
el dia y tiene un modo de vida claramente diferente al de los individuos coetdneos de mayor
edad".

Las paralarvas de las especies de las que se habla en este trabajo suelen tener extremidades poco
desarrolladas, pocas ventosas, cromatéforos simples y musculatura transparente, generando un
gran contraste con respecto a sus fases adultas (Villanueva & Norman, 2008). Las paralarvas
de pulpo pueden considerarse miembros del meroplancton porque estos jovenes pulpos viven
como plancton sélo durante una parte de su ciclo vital. Segun su tamafio (en longitud total), la
mayoria de los pulpos planctonicos pueden considerarse mesoplancton (0,2-20 mm) (Harris et
al., 2000). Algunas especies, como O. vulgaris, tienen un periodo de preasentamiento
relativamente corto durante el cual se convierten rapidamente en benténicas (Villanueva &
Norman, 2008).

Con respecto a la luz, se ha observado una fototaxia positiva que parece ser una respuesta coman
a la luz en las crias de pulpo, asi como en algunas etapas paralarvares posteriores. En
condiciones de laboratorio, se ha informado de fototaxis positiva en crias de varias especies,
encontrandose entre ellas O. vulgaris (Vevers, 1961; Villanueva, 1995; Nixon & Mangold,
1998). Sidie & Holloway (1999) descubrieron que el uso de luces en el fondo de los tanques

experimentales no impedia el movimiento vertical de las paralarvas de calamar hacia la
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superficie en las primeras 6-12 horas después de la eclosion. Esto sugiere que la geotaxis
negativa es el factor més fuerte en este comportamiento, siendo posible que se produzcan

procesos similares en las paralarvas de pulpo.

Hay que tener en cuenta que todas las observaciones del comportamiento de las paralarvas de
pulpo en cautividad estdn muy limitadas por la eliminacién de un atributo critico del entorno
natural de estos animales: una columna de agua realista. Los tanques de cria limitan en gran
medida la capacidad de las paralarvas de pulpo para ajustar su profundidad en respuesta a
factores experimentales como los cambios en los niveles de luz, las presas, los depredadores y
los ciclos mareales o lunares. Sobre esto habla De Wolf et al. (2011) quienes estudiaron la
relacién entre la supervivencia y el volumen del tanque, encontrando una mayor supervivencia
de las paralarvas cuando se probaron volimenes grandes y una baja densidad de paralarvas.
Después de todo, no hay que olvidar que las paralarvas de O. vulgaris tienen una estrategia
oceanica, viviendo lejos de la plataforma continental y una afinidad por las aguas superficiales
durante la noche, debido a su modo de vida plancténico (Villanueva & Norman, 2008; Roura
etal., 2016).

Por ejemplo, la variabilidad natural de los niveles de luz puede estar en valores
significativamente méas bajos que en situaciones experimentales como la luz solar plena en
tanques de cria poco profundos. Inmediatamente después del asentamiento, los pulpos muestran
una fuerte fototaxis negativa y un comportamiento reclusivo, como se ha observado en
condiciones de laboratorio en O. vulgaris (Itami et al. 1963; Villanueva, 1995; Villanueva &
Norman, 2008).

Fernandez-Lopez et al. (2005) probaron la influencia de la intensidad de la luz (1.000, 3.000 y
6.000 lux) en la supervivencia y el crecimiento de paralarvas de O. vulgaris criadas en
cautividad, obteniendo los mejores resultados con los tratamientos de mayor intensidad de luz
durante los periodos de luz diurna. Okumura et al. (2005) sugieren que la tasa de supervivencia
de las paralarvas del pulpo comun se ve afectada negativamente por un fotoambiente inestable
en las paralarvas criadas en cautividad expuestas a intensidades variables de luz natural (debido

a la deriva de las nubes y al sol intermitente).

Los experimentos con estas paralarvas demostraron que la luz triplicaba la tasa de consumo de
presas en comparacion con las condiciones de oscuridad. También se registr6 un mayor
porcentaje de individuos no alimentados en la oscuridad, lo que sugiere la importancia de la luz

(y la vision) en el comportamiento depredador (Marquez et al., 2007). Sin embargo, estos

12



autores demostraron que la luz puede no ser esencial para la captura de presas, ya que se
encontr6 una correlacion positiva entre la densidad de presas y las tasas de consumo en
condiciones de oscuridad. Ademas, Garrido et al. (2017) observaron que la luz polarizada no
tuvo una influencia significativa en la tasa de depredacion de las paralarvas de O. vulgaris sobre
diferentes tipos de presas. Sin embargo, se observo una ingestion significativamente mayor de
Artemia respecto a las especies de copépodos evaluadas en su estudio. El filtro azul favorecid
el uso de las condiciones de luz natural en el cultivo de paralarvas, mientras que la luz focalizada
redujo la colisién de las paralarvas contra las paredes del tanque. Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas en el crecimiento o la supervivencia. Son necesarios méas
estudios para aclarar y comprender mejor los posibles efectos de las condiciones de luz

(intensidad, polarizacion, etc.) en la cria de paralarvas de O. vulgaris.

En el trabajo de Tur et al. (2018) llevaron a cabo experiencias con diferentes intensidades de
luz, colores y &ngulos, cuyos resultados apuntaron a un impacto negativo significativo de las
bajas intensidades de luz (13 y 87 Ix) en el crecimiento de las paralarvas. El segundo ensayo
que llevaron a cabo se disefid para contrastar los colores de la luz (azul frente a blanco),
diferentes niveles de intensidad (300 Ix (478 W/m2) frente a 600 Ix (1077 W/m2)) y la cobertura
parcial de los tanques mediante una malla de sombra, denominada “zona de sombra”
(semicubierta frente a no cubierta). En los tanques semicubiertos, la supervivencia mejoro
significativamente, siendo los mejores resultados los de los tanques semicubiertos con luz azul
y 600 Ix, pero no se observaron diferencias en el peso seco de los ejemplares. El tercer
experimento probd un factor denominado “posicién de la fuente de luz” con dos niveles:
“Control”, cuando el angulo de incidencia de la luz era de 0° con respecto a la direccion normal
(es decir, perpendicular a la superficie del agua), y “Oblicua”, cuando el angulo de incidencia
de la luz era de 60° con respecto a la direccion normal. En este experimento, la supervivencia
mejoro significativamente bajo luz oblicua, pero nuevamente, no se detectaron diferencias en
el peso seco. El dltimo experimento fue un disefio unifactorial que combinaba “posicion de la

fuente de luz” y “cobertura parcial del tanque” con tres condiciones experimentales:

) Luz de control con tanques descubiertos.
i) Luz oblicua con tanques descubiertos.

iii) Luz de control con tanques semicubiertos.

La luz oblicua con tanques descubiertos se asocio con una mayor tasa de supervivencia, pero

sin significacion estadistica, probablemente debido a la variabilidad de los datos. Se puede
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concluir que la intensidad de la luz tiende a afectar al peso seco de las paralarvas, mientras que
la existencia de una zona de sombra o la luz oblicua estan mas relacionadas con una mejora de
las tasas de supervivencia. El color del tanque también parece tener efecto, obteniendo mejores

tasas de supervivencia en tanques negros que en los blancos (Estefanell et al., 2015).

4.4.2. Pardmetros fisico-quimicos del medio
La calidad del agua es de vital importancia para el mantenimiento de cefalopodos en
laboratorios, instalaciones de acuicultura y acuarios publicos, por lo que un control cuidadoso
es esencial para el éxito del cultivo, especialmente durante las primeras etapas de desarrollo
(Boletzky & Hanlon, 1983).

++ Nitrito y amoniaco

Los niveles de estos parametros deben controlarse en funcion de la renovacion del agua, al
menos una vez a la semana. Feyjoo et al. (2011) determinaron la toxicidad aguda del amoniaco
y el nitrito en paralarvas de O. vulgaris recién eclosionadas. El valor de la concentracion letal
50 (CL50) tras 24 h de exposicion fue de 10,7 ppm para el amoniaco y de 19,9 ppm para el
nitrito. Esto sugiere que las paralarvas son bastante resistentes al amoniaco libre, pero mucho
menos resistentes al nitrito. A concentraciones muy inferiores a los valores LC50, se observan
efectos negativos tanto en la ingesta de presas como en la actividad de los cromatoforos (Feyjoo
et al. 2011; Iglesias et al., 2014).

«» Temperatura
Los cefalopodos son organismos poiquilotérmicos, por lo que su metabolismo se acelera a
medida que aumenta la temperatura. Este es el pardmetro del agua que mas influye en la
alteracion del ciclo vital de los cefalépodos en cautividad (Forsythe et al., 2001) porque influye
directamente en el desarrollo de los huevos, la tasa de absorcion de la yema, la tasa de
crecimiento, la tasa de alimentacién y la duracion de la vida (Boletzky & Mangold, 1973;
Domingues et al., 2001, 2002; Forsythe et al., 2002; Vidal et al., 2002; Grigoriou & Richardson,
2004, 2009). Tras la eclosion, el principal factor abiotico que influye en el crecimiento del pulpo
planctonico parece ser la temperatura, como se ha observado en otras paralarvas de cefalopodos
(Forsythe, 1993). Si el objetivo es maximizar la vida Gtil de una determinada especie para su
exhibicion publica o para experimentos de laboratorio, una temperatura del agua mas fria

promovera la longevidad (Forsythe et al., 2001).

Una regla basica es que la supervivencia se optimiza si la temperatura (asi como otros

parametros de cultivo) se acerca a la del entorno natural en el lugar de captura (Boyle et al.,
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1991). Para las poblaciones de Europa, la temperatura recomendada esta entre 10 y 20 °C (Vaz-
Pires et al., 2004). El crecimiento aumenta a temperaturas mas altas dentro de este rango, pero
la muerte se produce por encima de los 23 °C ( Garcia-Garcia & Aguado Gimeénez, 2002; Garcia
etal., 2009) .

Por ultimo, Nande et al. (2018) observaron que los embriones a 14 °C y 18 °C no presentaban
diferencias en dos procesos criticos, la sintesis del sistema nervioso (medida a través de la
sintesis del 0jo) y la organogénesis (medida a través de la longitud del manto). El hecho de que
no hubiera diferencias entre las crias desarrolladas a partir de embriones a ambas temperaturas
experimentales demuestra que los embriones de O. vulgaris pueden verse favorecidos si el

desove se produce a temperaturas relativamente bajas.
% Salinidad

Los cefalopodos son estenohalinos y las salinidades fuera del rango de 27-37 psu pueden ser
fatales, por lo que es un factor limitante en la distribucién de la mayoria de las especies (Vaz-
Pires et al., 2004). En cultivo, las investigaciones indican un rango de salinidad de trabajo de
27-35 psu para O. maya, O. vulgaris, S. officinalis y S. lessoniana (Boletzky, 1983; Boletzky
& Hanlon, 1983; Nabhitabhata et al., 2005; Farias et al., 2009 ). Se recomienda mantener la
salinidad por encima de 30 psu ( Chapela et al., 2006; Berger, 2010), junto con la adicién lenta
de agua desionizada (DI) o de 6smosis inversa (RO) si la salinidad supera los 35 psu (Walsh et
al., 2002).

< pH

Al igual que muchos animales, los cefalopodos son sensibles al pH, debido al impacto en el
rendimiento aerdbico (Portner & Zielinski, 1998), y deben mantenerse dentro del rango del
agua de mar abierto, entre 7,8 y 8,2 (Boletzky & Hanlon, 1983; Boyle, 1991).

Los huevos y las paralarvas son extremadamente sensibles a los cambios de pH. La adicién de
bicarbonato sodico puede utilizarse para ajustar las condiciones de pH bajo (Boletzky &
Hanlon, 1983), pero debe hacerse muy lentamente, ya que los cambios rapidos de pH pueden
ser perjudiciales para la salud de los animales. EI pH elevado puede reducirse afiadiendo
lentamente agua de mar o agua dulce DI/RO al sistema (mientras se controla cuidadosamente
la salinidad) o aumentando la aireacion del tanque (Moe, 2009). Sin embargo, la mejor solucién
para condiciones de pH bajo es reemplazar gradualmente el agua cansada con agua de mar

fresca.
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%+ Oxigeno disuelto

El oxigeno es el mas importante de todos los gases disueltos para la calidad del agua porque es
esencial para la respiracion, oxidando los nutrientes que liberan la energia necesaria para la
locomocion, la reproduccion, la alimentacion y otras actividades vitales (Cerezo-Valverde &
Garcia-Garcia, 2005).

Los animales més pequefios tienen un consumo de oxigeno especifico de la masa relativamente
mas alto que los animales mas grandes, y tanto la alimentacion como el movimiento conducen
a grandes aumentos en el consumo de oxigeno ( Wells et al., 1983; Cerezo-Valverde & Garcia-
Garcia, 2004; Melzner et al., 2007; Grigoriou & Richardson, 2009 ).

La sobresaturacion de gas puede explicar la amplia mortalidad que a veces se produce durante
las primeras etapas de la vida en la produccion intensiva de especies marinas (Gunnarsli et al.,
2008). Pueden formarse burbujas de aire en diferentes partes de las paralarvas de O. vulgaris,
pero lo més usual es que ocurra en la cavidad del manto. Este fendmeno puede estar relacionado
con la circulacion del agua, la temperatura y los parametros quimicos, pudiendo aparecer por
el proceso mecanico de calentamiento del agua, los largos recorridos de las tuberias, la
cavitacion de las bombas, etc. Para evitar la sobresaturacion del agua (principalmente de gas
nitrégeno), se recomienda un método de goteo del agua sobre una gran superficie, como en un

aireador de columna empacada (Hargreaves & Tucker, 1999).

Estos cambios en los parametros fisico-quimicos en los organismos en etapas tempranas pueden
afectar a su metabolismo y salud (Diaz-Freije et al., 2014), conduciendo a cambios importantes
como el metabolismo y la epigenética de los pulpos (Garcia-Fernandez et al., 2017; Morales et
al., 2017).

4.4.3. Alimentacion
Como se ha visto anteriormente, se han identificado multiples factores que influyen en el
crecimiento de los cefalépodos (Forsythe & Van Heukelem, 1987; Koueta et al., 2002; Koueta
& Boucaud-Camou, 2003), pero el factor determinante en los criados en acuicultura parece ser

la calidad y la eficiencia de la nutricion y de la alimentacion.

Passarella & Hopkins (1991) observaron que las paralarvas de pulpo comparten con las
paralarvas de calamar, la preferencia por crustaceos como presas. La mayoria de las crias de
laboratorio exitosas o de larga duracion, ha sobrevivido gracias a que se les ha administrado

zoeas de crustaceos decapodos como presa principal (Itami et al., 1964; Forsythe & Toll, 1991;
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Villanueva, 1994; Villanueva, 1995; Shiraki, 1997; Iglesias et al., 2004; Carrasco et al., 2006).
También se ha observado que las trayectorias de natacion de las paralarvas de O. vulgaris en
condiciones de laboratorio se ven afectadas por la presencia de presas, tendiendo a aumentar su

tasa de giro y a reducir la velocidad de natacion en su presencia (Villanueva et al., 1997).

Las preferencias de tamafio y densidad de presa de los pulpos plancténicos se han determinado
solo en condiciones experimentales. Asi, se han recomendado Artemias de 1,1-1,7 mm
(Imamura, 1990) o de 1,5-2 mm de longitud (Hamazaki et al. 1991) para las paralarvas de O.
vulgaris (3 mm de longitud total). Iglesias et al. (2006) también las alimentaron con Artemia
pequefia (0,8 mm) y grande (1,4 mm), registrando una preferencia (77%) por la Artemia grande,
que representaba casi el 50% de la longitud total del pulpo. Las paralarvas de O. vulgaris
capturan una serie de zoeas de crustaceos decapodos, como Liocarcinus depurator, Palaemon
serrifer, Pagurus prideaux y Maja brachydactyla (1,3, 2,5, 3,1 y 3,4 mm de longitud total,
respectivamente), que representan entre el 18 y el 45% de la longitud total del pulpo y entre el
2y el 32% de su peso fresco al nacer. A medida que las paralarvas de esta especie de pulpo

crecen en la segunda mitad de su fase planctonica, se requieren presas mas grandes.

Garrido et al. (2018) observd en su trabajo de meta-analisis que existia una diferencia
significativa entre zoeas de diferentes especies de crustaceos decapodos y Artemia en cuanto al
aumento de peso seco de las paralarvas de pulpo que las consumian, siendo mayor el peso en
el primer caso. Esto coincide con anteriores estudios realizados con zoeas de crustaceos (ltami
et al., 1963; Villanueva, 1995; Moxica et al., 2002; Socorro et al., 2004; Morote et al., 2005;
Carrasco et al., 2006; Iglesias et al., 2004, 2007, 2014;) o con Artemia bajo diferentes
enriquecimientos (Navarro & Villanueva 2000; Moxica et al. 2006; De Wolf et al., 2011). Del
mismo modo, Iglesias et al. (2013) sefialaron que el crecimiento obtenido afiadiendo zoea puede
ser seis veces superior al conseguido con Artemia. Ademas, las paralarvas alimentadas con zoea
alcanzaron el estadio bentdnico en algunos casos (Itami et al., 1963; Villanueva, 1995; Iglesias
et al., 2004; Carrasco et al., 2006).

A pesar de ello, sugieren que el enriquecimiento de Artemia con lecitina marina tiene un efecto
beneficioso sobre el crecimiento paralarval en comparacion con otros enriquecimientos de
Artemia, lo que podria estar relacionado con el aumento del acido docosahexanoico (DHA,
22:6n-3) y lipidos polares, dado el papel esencial de estos componentes lipidicos en la fisiologia
de la paralarva. Consideran también interesante probar varios pardmetros como los niveles de

cobre, las relaciones de acidos grasos (principalmente la relacion, acido eicosapentanoico, EPA,
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20:5n-3/4cido araquidonico, AA, 20:4n-6), otras vitaminas con funciones antioxidantes,
sustancias nitrogenadas no proteicas como la taurina, asi como formas alternativas de

suministrar DHA y lipidos polares.

Las presas vivas no son un estimulo imprescindible para provocar los ataques de las paralarvas
del pulpo. Estudios de laboratorio en los que se utiliz6 alimento inerte demostraron que los
ataques suelen producirse cuando la presa muerta o la particula de alimento desciende en la
columna de agua (Boletzky & Hanlon 1983). Los pellets, las milicapsulas y los copos de
pescado se han utilizado como alimento suplementario para las paralarvas de O. vulgaris y se
capturan cuando se hunden en la columna de agua (Navarro & Villanueva, 2000, 2003;
Okumura et al., 2005; Kurihara et al., 2006). Sin embargo, hay que tener en cuenta algunos
aspectos, especialmente si se utilizan harinas, ya que éstas deben procesarse a temperaturas
inferiores a 60°C para evitar la bajada de las tasas de crecimiento resultantes, y su digestibilidad
testada (Hamdan et al., 2014).

Siguiendo en esta linea, Itami et al. (1963) también informaron de la captura de presas muertas
en el fondo de los tanques de cria. Las paralarvas de pulpo parecen ser depredadores visuales,
pero los sentidos quimicos y tactiles también parecen desempefiar un papel importante durante
la basqueda de presas y requieren mas investigacion (Villanueva & Norman, 2008). Finalmente,
existen evidencias de la aceptacion de las paralarvas de alimentos sin movimiento, como los
huevos de cangrejo, a través de la resuspension y el burbujeo, lo que podria ayudar a conseguir
una dieta con mejores caracteristicas nutricionales (Hernandez, 2017). Otra posibilidad es
aprovechar la capacidad de las paralarvas para absorber pequefias moléculas organicas que se
encuentran en el agua, como aminoacidos esenciales y nutrientes a través de la piel, como otra

via para satisfacer sus necesidades (Villanueva et al., 2004).

Por todo lo dicho, entre las posibles soluciones actuales planteadas o probadas por diversos
cientificos, sobre todo para obtener una dieta que evite una mortalidad masiva, se incluye en
primer lugar, la cria con éxito de un nimero reducido de paralarvas hasta el estado juvenil,
alimentandolas con zoea de crustaceos en coalimentacion con Artemia (Villanueva, 1994,
Moxica et al., 2002; Carrasco et al., 2003; Iglesias et al., 2004 ). En este sentido, y para superar
el problema de la escasa disponibilidad de zoea y su alto valor econémico, Moxica et al. (2002)
desarrollaron la opcion de una dieta a base de Artemia, fitoplancton y zoea de cangrejo, cuya
ventaja es la necesidad de poca cantidad de zoea, alcanzado las paralarvas una tasa de

supervivencia del 0,2% a los dos meses de vida con una buena tasa de crecimiento. Otra opcion
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de dieta es el uso de copépodos del género Centropages sp. y Temora sp., con los que Nande
et al. (2017) obtuvieron resultados similares a los de las zoea de crustaceos, y con tasas de

crecimiento mas altas en comparacion a cuando se alimentan Gnicamente con Artemia.

4.4.4. Nutricion
Es bien sabido que los cefalépodos tienen altos requerimientos de proteinas y relativamente
bajos requerimientos de lipidos de alta calidad (Miliou et al., 2005; Rosas et al., 2013), y se ha
observado que la dieta idonea de los cefalopodos debe consistir en mas del 60% de proteinas y
4% de lipidos. Los estudios sobre Sepia officinalis y Octopus maya han demostrado que es
posible alimentar a los cefalépodos con proteina nativa (en contraposicion a la procesada, por
ejemplo, por calentamiento), congelada o fresca (Domingues et al., 2001, 2002, 2004; Petza et
al., 2006; Garcia-Garrido et al., 2010; Quintana et al., 2011; Rosas et al., 2008, 2013). Garcia-
Garrido et al. (2010, 2011) encontraron que los lipidos son nutrientes importantes para los
cefalépodos, principalmente como fuente de energia. Entre ellos, los PUFAS y en particular el
EPA fueron identificados como la principal fuente de energia del pulpo en ayunas, lo que

sugiere que deben ser incluidos cuando se disefie una dieta artificial.

Navarro et al. (2014) hicieron una recopilacion de todos los datos conocidos hasta el momento
sobre los requerimientos nutricionales de los cefalopodos, en el cual también se incluyeron las
especies nombradas en este trabajo. A continuacion, se hablard de dichos nutrientes y su

importancia para la dieta de estos organismos:
s Proteinas

Las proteinas son el macronutriente mas abundante en los cefal6podos (Zlatanos et al., 2006)
y, como afirma Lee (1994) se requiere un gran contenido de proteinas y aminoacidos en la dieta
de los cefalépodos para mantener el crecimiento y satisfacer las demandas de energia. Segun
Lee (1994), los cefalopodos absorben, digieren y utilizan eficientemente las proteinas de la
dieta, que luego utilizan para la locomocion, soporte estructural, fuente de energia, transporte
de oxigeno y osmorregulacién. Los cefalopodos muestran altas tasas de sintesis y retencion de

proteinas, y bajas tasas de degradacién de las mismas.

Zlatanos et al. (2006) descubrieron que el glutamato y el aspartato eran los aminoacidos no
esenciales (AANE) més abundantes en las paralarvas de O. vulgaris, mientras que la lisina, la
leucina y la arginina representaban casi la mitad de los aminoacidos esenciales (AEE).
Curiosamente, la arginina era el AAE maés abundante en las paralarvas, lo que posiblemente

indica su uso posterior para la formacion de octopina producida en condiciones anaerdbicas
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(Fields et al., 1976; Storey & Storey, 1979; Hochachka & Fields, 1982; Hochachka et al., 1983)
0 en un metabolismo activo para la produccion de energia y la biosintesis de otros aminoacidos.
Por otro lado, los cefalépodos podrian utilizar la prolina durante el metabolismo oxidativo, ya
sea como fuente de energia 0 como medio para aumentar el ciclo de Krebs (Hochachka & Fields
1982). Tanto la arginina como la prolina son potencialmente interconvertibles a través del

glutamato y la ornitina (Mommsen et al., 1982).

El crecimiento de los cefalépodos consiste principalmente en un aumento de la masa muscular
corporal por sintesis y acumulacion de proteinas, y los individuos muestran tasas de crecimiento
muy elevadas (especialmente en las fases de paralarva y cria), lo que significa que tienen una
alta necesidad de aminoacidos en la dieta. Ademas, estas altas tasas de crecimiento se deben
muy probablemente a una ingestion, digestion (Boucher-Rodoni et al., 1987) y asimilacién de
proteinas muy eficientes (Domingues et al., 2005). Las proteinas deben ser suministradas por
una dieta con niveles equilibrados de aminoacidos, a pesar de la capacidad de algunos
cefalopodos de realizar una captacién integumental de aminoacidos del agua de mar (de
Equileor et al., 2000; Villanueva et al., 2004). Resultados recientes apuntan a la posibilidad de
que las sepias no sean capaces de utilizar proteinas desnaturalizadas (Domingues et al., 2009)
y a que se favorezca la utilizacién de aminoacidos a traves de las vias del piruvato y de los
acidos tricarboxilicos en detrimento de la via cetogénica en O. vulgaris hambriento (Garcia-
Garrido et al., 2012).

La taurina es un aminoacido analogo que no se incorpora a las proteinas, pero bien conocido
por sus multiples funciones que incluyen la inotropia del calcio alto y bajo, modulador de la
excitabilidad neuronal, resistencia a la anoxia e hipoxia, sintesis de sales biliares y simulacion
de la glucdlisis y glucogenesis (Huxtable, 1992). La taurina también es abundante durante las
fases planctoénicas del pulpo comdn, donde podria desempefiar un papel en la osmorregulacion
(Villanueva et al., 2004).

% Lipidos

Se conoce poco sobre las necesidades de lipidos de los cefalopodos, ya que en el manto de los
adultos (Boucaud-Camou, 1990; Sykes et al., 2009) y de las crias (Navarro & Villanueva, 2000,
2003) hay niveles muy bajos de lipidos totales (TL). Este hecho, combinado con su escasa
capacidad de oxidacion lipidica mitocondrial (O’dor et al., 1984; Hochachka, 1994), deberia
requerir que se alimenten de presas poco lipidicas, ricas en lipidos polares (PL), acidos grasos

poliinsaturados de cadena larga (PUFA) y posiblemente colesterol (Navarro & Villanueva,
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2000, 2003; Okumura et al., 2005; Seixas et al., 2008). No hay ningun alimento de la cadena
alimentaria artificial de la acuicultura que pueda compararse con la composicion lipidica del
alimento vivo natural, y hay que hacer todos los esfuerzos posibles para intentar aumentar el
contenido de PUFA esenciales de cadena larga y PL de las presas vivas. Los resultados méas
recientes de Seixas et al. (2010) no excluyen completamente la importancia del DHA para el
éxito de la cria de paralarvas de O. vulgaris, pero parecen apuntar que quizas otros PUFA n-3
serian mas vitales. Lo resultados de Quintana (2009) han sugerido que el EPA es
particularmente importante en los lipidos de las paralarvas, con proporciones 1:1 de EPA:DHA.
El DHA 'y el EPA parecen desempefiar un papel importante en el cerebro y el sistema visual de
los cefaldpodos. Esto ha sido confirmado por Monroig et al. (2012) demostrando que los PUFAS
(20:4n-3, 20:3n-6, 20:5n-3 y 20:4n-6) son esenciales para esta especie, lo que explica en parte
porqué crustaceos y algunos moluscos marinos con bajo contenido en lipidos pero con altas
proporciones de PUFA han sido utilizados con éxito como alimento (Boucher-Rodoni et al.,
1987; Domingues et al., 2010; Uriarte et al., 2011).

«» Carbohidratos

Aunque las proteinas y los aminoacidos son la principal fuente de energia para los cefalopodos,
éstos, incluido O. vulgaris, son capaces de catabolizar rapidamente los carbohidratos (CH) de
la dieta para responder a las demandas de energia en actividades explosivas como la captura de
presas y la huida de los depredadores (Morillo-Velarde et al., 2011). Por lo tanto, los CH pueden
contribuir significativamente a alimentar el metabolismo de O. vulgaris en condiciones de
inanicion y, en consecuencia, no debe subestimarse su inclusién adecuada en las dietas para el
cultivo de pulpos. También hay que tener en cuenta la fuente de CH utilizada en la formulacion
de la dieta ya que, mientras que la glucosa fue facilmente digerida por O. vulgaris (O’Dor et al.
1984), un estudio reciente ha revelado que otros tipos de azlcar, como el almidén presente en
el guisante liofilizado, pueden presentar una digestibilidad extremadamente baja (Morillo-
Velarde et al., 2012).

«» Carotenoides

Las paralarvas de O. vulgaris parecen ser capaces de depositar parte de la cantaxantina presente
en Artemia. y de metabolizar este carotenoide a astaxantina (Iglesias et al., 2014). Fisher et al.
(1956) informaron de la existencia de vitamina A y, en algunas especies, de 3-caroteno en los
cefalopodos. Teniendo en cuenta la actividad pro-vitamina A y antioxidante de los carotenoides

(Lifian-cabello et al., 2002), y la importancia de esta vitamina en la fotorrecepcion, el
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crecimiento y el desarrollo, seria muy interesante profundizar en el papel de los carotenoides
en los estadios tempranos de los cefalopodos como sugieren Villanueva et al. (2009).

« Minerales

Villanueva & Bustamante (2006) reportaron la composicion elemental del ovario maduro, de
las crias, de los huevos en diferentes estados de desarrollo, de los individuos juveniles silvestres
y también de las paralarvas alimentadas con una variedad de dietas experimentales. En general,
se determind que el S, el Na, el K, el P y el Mg eran los elementos més abundantes en O.
vulgaris. En comparacion con otros cefalopodos, las crias de O. vulgaris contenian niveles mas
altos de Ag, Cu, Mn, Niy Zn. En esta especie, el contenido de algunos elementos no esenciales,
concretamente Ag, Al, Ba, Cd, Hg y Pb, fue menor en las crias y en las paralarvas criadas que
en los subadultos y adultos, lo que sugiere una acumulacion de dichos elementos durante el
desarrollo (Seixas et al., 2005). Una acumulacién similar de oligoelementos parece ocurrir en
las sepias (Lourenco et al., 2009; Lacoue-Labarthe et al., 2008, 2009, 2010a, 2010b). Se han
estudiado méas extensamente ciertos elementos con un papel potencialmente fundamental en la
fisiologia del pulpo y la sepia. Asi, se ha postulado que el Cu, un elemento clave en la funcion
respiratoria de la hemocianina (D’Aniello et al., 1986), es necesario para las paralarvas del
pulpo, como sugieren los altos niveles encontrados en aquellas alimentadas con la presa natural,
zoeas de Maja brachydactyla en comparaciéon con los nauplios de Artemia (Villanueva &
Bustamante, 2006). Ademas, los pulpos alimentados con dietas basadas en crustaceos contenian
mayores niveles de Cu en comparacion con los pulpos alimentados con peces, por lo que se
hipotetiza que en parte se debe a una mayor tasa de canibalismo en estos ultimos (Garcia-Garcia
& Cerezo-Valverde, 2006).

El azufre también se considera un elemento esencial para el pulpo comin y la sepia que necesita
ser aportado en la dieta en altas cantidades para mantener la formacién de proteinas musculares
(Lee, 1994; Villanueva et al., 2004), la concha vestigial (Napoledo et al., 2005) y las estructuras
quitinizadas como los picos (Hunt & Nixon, 1981). Otros elementos como el Sry el Co parecen
ser incorporados por el pulpo comun directamente desde el agua de mar y a traves de la ingesta
de alimentos en la sepia. Se ha demostrado que el Sr es critico para el desarrollo adecuado del
estatolito y, en consecuencia, para la natacion normal y la supervivencia de los pulpos recién
nacidos, entre otros cefalopodos (Hanlon et al., 1989). Ademés de su papel potencial como
componente integral de la vitamina B12, el Co también ha sido sefialado como importante en
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el desarrollo del adenocromo, un pigmento que se encuentra en el corazon branquial, y por tanto

con un papel potencial en la excrecion (Miyazaki et al., 2001).
< Vitaminas

Los antioxidantes como los tocoferoles se consideran muy importantes para la prevencion de la
oxidacion de los lipidos, en particular el a-tocoferol, ya que se degrada para proteger los PUFA
contra la oxidacién en las larvas de los peces (Sargent et al., 1997). De hecho, las necesidades
de a-tocoferol parecen depender del nivel de PUFA de la dieta (Stéphan et al., 1995; Halver,
2002; Brown et al., 2005). Se determinaron los perfiles de vitamina A y E (a y y-tocoferoles)
de la sepia europea S. officinalis, el calamar europeo Loligo vulgaris y el pulpo comun O.
vulgaris en crias de laboratorio y juveniles silvestres. El contenido de vitamina A en los estadios
tempranos de los cefalépodos no era diferente del observado en otros moluscos marinos y en
las larvas de peces. Ademas, se observo un contenido relativamente alto de vitamina E en las
crias y los juveniles. Estos autores postularon que los altos niveles de vitamina E estan
probablemente asociados con el alto porcentaje de PUFA propensos a la oxidacion que son
particularmente altos en los cefalépodos paralarvares y juveniles. En términos generales,
concluyeron que las presas naturales y artificiales (Artemia) de las primeras etapas de los
cefalopodos o bien satisfacian sus necesidades vitaminicas directamente o proporcionaban

precursores (es decir, carotenoides) que podian transformarse en vitaminas.

La nutricién de las paralarvas ha sido un importante cuello de botella para O. vulgaris en
acuicultura. En la actualidad, la supervivencia de los juveniles es muy limitada, lo que sugiere
que las dietas disefiadas hasta la fecha presentan marcadas deficiencias nutricionales y/o
funcionales (Iglesias et al., 2007). Un estudio reciente investigd las presas ingeridas por las
paralarvas de O. vulgaris en la naturaleza y encontré 20 especies de presas diferentes en el
contenido estomacal de las paralarvas, de las cuales 17 eran crustaceos y tres peces (Roura et

al., 2012) proporcionando informacion esencial para entender su nutricion.

Cuando no se cumplen todos los requerimientos nutricionales de las paralarvas, se desarrolla
un nuevo problema y posibles causas de mortalidad, el llamado estrés nutricional, que provoca
cambios en las defensas antioxidantes y en la peroxidacion de lipidos, tal y como encontraron
Varo et al. (2013) en paralarvas de O. vulgaris, mostrando diferencias en la actividad de la
peroxidasa total en funcién de la dieta. También existe el estrés que puede generar el manejo
de los individuos durante la experimentacion, produciendo un incremento de la dopamina o la

corticosterona (Tur et al., 2017).
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4.4.5. Microbioma
En el estudio de Roura et al. (2017) se llevé a cabo el primer analisis del microbioma
gastrointestinal de las paralarvas de O. vulgaris, caracterizando tanto las complejas
comunidades microbianas presentes en las paralarvas salvajes, como el cambio ontogénico en
la composicion de la comunidad bacteriana en funcion de la dieta y el desarrollo en cautividad.
Las paralarvas criadas en cautividad con Artemia mostraron un agotamiento de la diversidad
bacteriana, particularmente después del dia 5, cuando se perdid casi la mitad de las especies
bacterianas presentes en el dia 0. Por el contrario, la diversidad bacteriana aumento en las
paralarvas silvestres a medida que se desarrollaban en el océano (Figura 5), probablemente
debido a la exposicion de nuevas comunidades bacterianas a través de la ingestion de una

amplia diversidad de presas (Roura et al., 2012; Olmos-Pérez et al., 2017).
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Figura 5. Grafico de abundancia de familia de bacterias presentes en las larvas de O. vulgaris.
Tomado de Roura et al. (2017).

Werner et al. (2012) encontraron un alto porcentaje de secuencias no clasificadas que podian
representar nuevas especies bacterianas presentes (entre el 20 y el 60% por muestra). En el
estudio, el porcentaje de lecturas no clasificadas explico hasta el 7,2% de la variabilidad total
encontrada en las comunidades microbianas. Curiosamente, estas Unidades Taxonimicas
Operativas (OTU) no clasificadas fueron significativamente mas abundantes en las paralarvas
silvestres que en las cautivas, lo que indica un alto grado de novedad en las especies
microbianas presentes en el tracto digestivo de las paralarvas silvestres incorporadas a través

de la dieta.
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Las bacterias autdctonas son las que pueden colonizar la superficie epitelial del intestino del
hospedador (microvellosidades), mientras que las al6ctonas son transitorias, se asocian al
alimento o al agua y no pueden colonizar salvo en condiciones anormales. Varios estudios han
demostrado que la microbiota endégena es un componente importante de la barrera de la
mucosa, que representa la primera linea de defensa contra los patégenos (Gémez & Balcézar,
2008). El diverso nucleo bacteriano autdctono detectado en paralarvas de O. vulgaris recién
eclosionadas y en las silvestres se modificd rapidamente y fue sustituido por dos familias
bacterianas oportunistas, Vibrionaceae seguida de Mycoplasmataceae (Fig. 5). Esta misma
situacion de bacterias oportunistas se detectd también en las larvas de bacalao criadas en
cautividad (Mclintosh et al., 2008).

Aunque algunas especies de Vibrio son beneficiosas para el hospedador (Austin et al., 2005;
Fjellheim et al., 2007), este grupo oportunista es responsable de una elevada mortalidad en
larvicultura (Brunvold et al., 2007; Zhao et al., 2012). Se ha sugerido que las bacterias del
género Mycoplasma sp. podrian ser un miembro autdctono de la comunidad bacteriana del
pulpo con una funcion desconocida, ya que también se ha encontrado en el tracto
gastrointestinal de especimenes salvajes de langosta (Meziti et al., 2010) y salmén atlantico
(Star et al., 2013). Los resultados de Roura et al. (2017) mostraron que este género esta presente
tanto en las paralarvas silvestres como en las cautivas, pero su abundancia es notablemente
diferente. Sin embargo, sugieren que las especies de Mycoplasma sp. observadas en las
paralarvas de O. vulgaris en cautividad son oportunistas y, junto con Vibrio sp., son patégenos
candidatos a ser responsables de las altas mortalidades observadas en la larvicultura de esta

especie.

Olafsen (2001) sugirié que una epiflora de huevos densa y diversa pero no patdégena puede ser
una barrera contra la formacidon de colonias por parte de los patdgenos. Una posible explicacién
es que la diversa microbiota de las crias de pulpo en cautividad podria derivar de las bacterias
adheridas a la capsula del huevo. Esta sugerencia esta respaldada por la biodiversidad observada
de epiflora cultivable asociada a los huevos sanos de Octopus mimus (lehata et al., 2016). La
diversidad bacteriana de los huevos sanos fue mayor que la de los huevos infectados (es decir,
los huevos que cambiaron de color de blanquecino a amarillo-marrén, indicativo de infeccion),
gue estaban dominados por géneros patdégenos como Pseudoalteromonas sp., Vibrio sp. y
Tenacibaculum sp.. En su estudio, la diversidad inicial disminuyé rapidamente cuando las
paralarvas de O. vulgaris comenzaron a alimentarse exdgenamente de Artemia, y las bacterias

oportunistas colonizaron el tracto gastrointestinal.
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Sample Similarity Families Av.ab. Con% Cumulative
NW Spain 31.59 Favcbacteriaceas 010 16899 16.99
Comamonadaceas 043 1540 3249
Maraxellaceas 0.08 13.85 46.04
Sphingomonadaceae 003 6.1 5215
Corynebactenaceas 0.03 516 57.31
Staphylococcaceas 0.02 4.04 61.35
Propionibactaracess  0.02 3.9 65.31
Micrococcaceas 0.02 3.81 6913
Rivulariaceas 002 3.43 7256
Strepiococcaceas 0.02 3.42 7508
Marocco 4249  Comamonadaceas 026 407 407
Moraxellaceas 0.04 9.2 50.28
Favobacteriaceas 0.05 8.37 5865
Sphingomonadaceae 003 5.33 £3.98
Caulobactaracaae 0.0@ 3.3 &7.90
¥anthomonadaceas 0.08 3.85 T1.75
Chitiniphagaceae 0.02 2.90 T485
Conynebactenaceas 0.02 2.89 TTa4
Bradyrhizobiacsae 0.02 2142 79.65
Strepiococcaceas 0.02 2.08 8173
Aquaculiurg 38.12 Mycoplasmatacaan 0.31 52.56 5264
Vibrionaceas 020 29.80 82156
Rhodobacteraceas 0.05 5.67 8783
Favobacteriaceas 0.02 2.70 a0.53
Altaromonadaceas 0.02 1.47 92.00
Corynebacteniacaeas 0.01 0.85 9284
Sphingomonadaceas  0.04 0.78 9384
Moraxallaceas 0.01 0.70 9433
Entarobactariacess 0.00 0.70 95.03
Micrococcaceas 0.01 0.67 95.70
Zooplankton  37.72 Conynebacteriaceas 011 2781 2781
Moraxallaceas 0.04 10.88 38.70
Psaudomonadaceae 005  10.50 49.20
Micrococcaceas 0.05 8.47 5rBa
Staphylococcaceas 0.03 7.05 6473
Propicnibactaracess  0.03 6.44 A7
Sphingomonadaceae 0.03 5.34 7751
Strepiococcaceas .0 3.80 81.40
Rivulaniaceas 0.14 a.62 85.02
Microbacteriaceas 0.01 2.69 B7.71
Tabla 1. Las 10 familias bacterianas mas

discriminantes de las diferentes paralarvas de Octopus
vulgaris analizadas y en sus presas de zooplancton.
Tomado de Roura et al. (2017).

Por el contrario, se observd un aumento
gradual de la riqueza de especies entre las
paralarvas silvestres a medida que migraban
desde sus terrenos costeros de eclosion hacia
el reino oceénico (Fig. 5). Fue la primera vez
que se observo este cambio ontogénico en las
paralarvas de O. vulgaris y sugiri6 una
relacién entre la diversidad de la flora Gl y la

supervivencia de las paralarvas.

Las larvas marinas estdn en constante

interaccion con las bacterias durante su
primera alimentacion (Olafsen, 2001), y en
comparacion con las condiciones silvestres,

intensivamente
debido a

alimentacion inadecuada (lglesias et al., 2007)

las larvas cultivadas

experimentan  estrés una
y a una mayor densidad de larvas que en su
2016).

Ademas, la elevada carga organica asociada

entorno oceanico (Roura et al.,

con las condiciones de cria puede potenciar la

proliferacion  de  bacterias  patdgenas

oportunistas (Lauzon et al., 2010), lo que
puede ser perjudicial para las paralarvas y
parece ser una de las posibles causas del
crecimiento altamente impredecible y la
reducida limita la

supervivencia que

acuicultura de O. vulgaris y O. sinensis. Sus resultados demuestran claramente que la flora

intestinal de las paralarvas en cautividad era claramente diferente de la comunidad de flora

intestinal “sana” de las paralarvas salvajes (Fig. 5).

Las familias bacterianas Comamonadaceae, Flavobacteriaceae y Moraxellaceae fueron las

familias mas discriminadas y enriquecidas en la comunidad central de las paralarvas silvestres

de O. vulgaris, y podrian ser una fuente potencial de bacterias beneficiosas para probar en

cautividad. Este fue el caso del falso halibut japonés silvestre (Kim & Kim, 2013), donde los
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peces silvestres eran una fuente esencial de microbios beneficiosos que conferian resistencia a
las bacterias patogenas (Nayak, 2010). La composicion bacteriana en O. vulgaris salvaje (a
nivel de filo) era similar a la de los peces marinos carnivoros/herbivoros (Sullam et al., 2012),
con una jerarquia de composicion consistente en Proteobacterias > Actinobacterias >
Bacteroidetes > Firmicutes. Curiosamente, uno de los principales grupos bacterianos
intestinales de las paralarvas salvajes era la familia Flavobacteriaceae (Tabla 1). Aunque
inicialmente se propuso que esta familia se encontraba exclusivamente en peces herbivoros
(Sullam et al., 2012), esta hipdtesis fue rechazada posteriormente por un estudio de
pirosecuenciacion que encontré este grupo dentro del tracto G del bacalao salvaje del Atlantico
(Star et al., 2013).

Por ultimo, es notable la similitud de la comunidad microbiana encontrada en el zooplancton
salvaje y la de las paralarvas que crecen cerca de la costa (Fig. 5). Aunque en este estudio solo
se analizaron cuatro especies de zooplancton, las similitudes observadas apoyan una estrecha
relacién entre las comunidades microbianas presentes en el tracto Gl del depredador y el de su
presa. Las paralarvas silvestres diversifican continuamente su microflora intestinal basica con
una dieta diversa (Roura et al., 2012; Olmos-Pérez et al., 2017), que proporciona una fuente
natural de bacterias al6ctonas. Esta microbiota diversa probablemente sirve para una variedad
de funciones en la nutricion y la salud del huésped al promover el suministro de nutrientes,
prevenir la colonizacion de agentes infecciosos, la homeostasis energética y el mantenimiento

de la inmunidad normal de la mucosa (Nayak, 2010).

4.4.6. Metabolismo
En este apartado vamos a denotar los Ultimos avances obtenidos en el metabolismo lipidico y

el metabolismo intermediario de estos animales

En la revision de Navarro et al. (2014) se sugiere que el 18:3n-3 no esta presente en los tejidos
paralarvales del pulpo (Navarro & Villanueva 2000, 2003; Miliou et al., 2006) aunque este
acido graso (AG) se incluye masivamente en su alimentacion con Artemia. Ademas, el 18:3n-
3 puede competir con el 24:5n-3 por la desaturasa A6 en la ruta metabdlica que conduce a la
produccién del AG fisiologicamente importante, DHA. Por lo tanto, es posible que una dieta
rica en 18:3n-3 pueda estar afectando a la adecuada produccion de AG esenciales n-3 de las
paralarvas. Una hipotesis opuesta es que las vias de desaturacion-elongacion de C18 de 18:3n-
3y 18:2n-6 pueden estar activas en O. vulgaris para producir AG n-3 y n-6 fisiologicamente

esenciales.
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La caracterizacién funcional de esta enzima demostré que la desaturasa de acidos grasos (Fad,
del inglés Fatty Acyl Desaturase) del pulpo presentaba una actividad de desaturacion A5 hacia
sustratos de acidos grasos saturados y poliinsaturados. Asi, convertia eficientemente 16:0y 18:0
en 16:1n-11y 18:1n-13, respectivamente, y los sustratos PUFA desaturados 20:4n-3 y 20:3n-6
en 20:5n-3 (EPA) y 20:4n-6 (ARA), respectivamente. Aunque la A5 Fad permite al pulpo
comun producir EPA y ARA, la escasa disponibilidad de sus sustratos adecuados 20:4n-3 y
20:3n-6, ya sea en la dieta o por sintesis enddgena limitada a partir de C18 PUFA, podria indicar

que el EPA y el ARA son realmente esenciales para esta especie.

Resulta interesante que la Fad A5 del pulpo también puede participar en la biosintesis de los
AG no metilados (NMID), PUFA que generalmente no son comunes en los vertebrados pero
gue se han encontrado previamente en invertebrados marinos, incluidos los moluscos, y que
ahora también se ha confirmado que estan presentes en tejidos especificos del pulpo comuin. La
clonacién molecular y la caracterizacion funcional de un ADNc que codifica una elongasa de
acidos grasos de cadena muy larga (Elovl, del inglés Elongases of Very Long-chain Fatty
Acids), una enzima critica que cataliza la elongacion de los AG, incluidos los PUFA, en el pulpo
comun, sugiere su relacion filogenética con Elovl5 y Elovl2, dos elongasas con funciones
demostradas en la biosintesis de PUFA en vertebrados (Monroig et al., 2012). La
caracterizacion funcional de la Elovl del pulpo mostré la capacidad de elongar algunos PUFAS
C18 y C20, mientras que los sustratos de PUFAs C22 permanecieron sin modificar.
Curiosamente, la Elovl del pulpo elonga sustratos PUFAs n-6 de forma mas eficiente que sus
sustratos homdlogos n-3, sugiriendo que los PUFASs n-6 pueden tener una importancia biolégica
particular en O. vulgaris, como se ha mencionado anteriormente, y subrayando de nuevo la
esencialidad de los PUFAs n-3 de cadena larga, y en particular el DHA. Ademas, la elongasa
también desempefia un papel fundamental en la biosintesis de los AG NMID. Esto ya lo habia
sefialado Monroig et al. (2013), quienes observaron que parecia ser que los cefalépodos poseian
una Unica proteina Elovl5/2 que es basal a las distintas familias de vertebrados ElovI5 y Elovi2,
y que funcionalmente, es similar a la ElovI5 de los vertebrados, con capacidad para elongar
eficientemente sustratos C18 y C20 PUFA, pero sin actividad en C22 PUFA, como se dijo
anteriormente. Sefialaban que diferentes investigaciones sobre O. vulgaris sugerian que la
proteina similar a la Elovl4 de los cefalépodos participa en la biosintesis muchos de los LC-
PUFA de hasta 34 carbonos.

En el trabajo de Garrido et al. (2019) observaron que O. vulgaris posee dos genes de wx

desaturasa que codifican enzimas con regiones selectivas de Al12 y ®3 que permiten la
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biosintesis de novo de los acidos grasos poliinsaturados C18 18:2n-6 (LA, &cido linoleico) y
18:3w3 (ALA, &cido a-linolénico), generalmente considerados esenciales en la dieta de los
animales. La A12 desaturasa (“ox2”) de media la conversion de 18:1n-9 (acido oleico) en LA,
y posteriormente, la ®3 desaturasa (“wx1”) cataliza la A15 desaturacion de LA a ALA. Ademas,
la ®3 desaturasa de O. vulgaris tiene capacidad A17 hacia una variedad de C20 w6 PUFA que
se convierten en sus productos @3 PUFA. Especialmente relevante fue la afinidad de la ®3
desaturasa hacia el ARA (20:4n-6) para producir EPA (20:5n-3), tal y como apoyan en ensayos
conla levadura heterdloga, y la actividad enzimatica exhibida in vivo cuando las paralarvas
fueron incubadas en presencia de [1-14C] 20:4w6. Sus resultados, por tanto, confirmaron que
varias rutas que permiten la biosintesis de EPA son operativas en O. vulgaris mientras que el
ARA y el DHA (22:6n-3) deben considerarse acidos grasos esenciales ya que la produccién
enddgena parece ser limitada (Fig. 6), coincidiendo con lo expuesto en el trabajo de Monroig
et al. (2013). Con respecto a esto, Reis et al. (2019) sefiala que las paralarvas de O. vulgaris al
tener una capacidad potencialmente baja de metabolizar TAG de la dieta, la Artemia no es un

buen medio para incorporar DHA a estas, pero si para obtener ARA 'y EPA.
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Figura 6. Ruta metabdlica de los AG. Tomado de Garrido et al.
(2019).
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Con respecto al metabolismo intermediario, Morales et al. (2017) observaron que en sus
resultados, a lo largo del periodo ontogénico estudiado, se produjo un aumento del metabolismo
intermediario debido en gran parte a una mayor dependencia de las paralarvas del alimento
exogeno. Sus estudios mostraron que esta actividad fue apoyada por la actividad de la octopina
deshidrogenasa, con una contribucion menor de la actividad de la lactato deshidrogenasa. En
cuanto al metabolismo aerdbico, observaron que la utilizacion de aminoacidos se mantuvo
durante todo el experimento. También se mostré un aumento significativo de la tasa de
oxidacion de los acidos grasos a partir de los 6 dias después de la eclosion. A baja, aunque
sostenida, capacidad de sintesis de novo de glucosa a partir de aminoacidos y glicerol.
Independientemente de la composicion del alimento, la actividad de la glicerol quinasa aumento
significativamente unos dias antes de un evento de mortalidad masiva. Esto podria estar
relacionado con un desequilibrio metabdlico en el estado redox responsable de la alta
mortalidad. Asi, la glicerol quinasa podria utilizarse como un eficaz biomarcador nutricional y
de bienestar nutricional y de bienestar. Los estudios de este informe también revelaron el
importante hallazgo de que la alimentacion de las larvas con Artemia enriquecida con
fosfolipidos mejoraba la viabilidad y el bienestar de los animales, aumentando

significativamente la tasa de supervivencia y crecimiento de las paralarvas.

4.5. Asentamiento
A continuacién, vamos a describir el proceso de transicion entre la fase larvaria y juvenil
bentonica sobre la cual hay pocos datos al ser dificil de conseguir en cautividad. En este sentido,
Villanueva et al. (1995) describe que el asentamiento comienza cuando alcanzan un tamafio de
7,5 mm de longitud de manto, con el inicio del comportamiento de arrastre en el fondo del
tanque de cria. A continuacién, completaron la transicion a la fase benténica con 173 mg de
peso humedo (Villanueva, 1995). Okumura et al. (2005) informaron de que se observo un
comportamiento de aferramiento a la pared del tanque en las paralarvas de O. sinensis a los 3,6-
4,3 mg de peso seco y que se asentaron en el fondo del tanque a 6,2 mg de peso seco. En cuanto
a la migracion durante la fase de preasentamiento, se demostré que las paralarvas de O. sinensis
que llegaban al final de la fase planctonica (aproximadamente 5 mg peso seco) muestran un
comportamiento caracteristico que alterna entre la natacién de descenso diurno y la natacion
ascendente nocturna en la columna de agua, lo que indica que se preparan para el asentamiento

durante el dia y migrando al habitat de asentamiento por la noche (Dan et al., 2020). Los
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juveniles recién asentados muestran una fuerte fototaxis negativa y utilizan refugios como

agujeros y conchas de gasterépodos (Itami et al., 1963; Villanueva, 1995).

Tras el asentamiento, los juveniles buscan presas en el fondo y la incidencia del canibalismo se
intensifica, lo que indica que el hébito de alimentacion cambia a bentivoro, lo que corresponde
al del adulto como depredador de diversos animales bentdnicos ( Itami et al., 1964; Hamada,
1974; Smale & Buchan, 1981; Mather & O’dor, 1991; Fiorito & Gherardi, 1999; Roger
Villanueva & Norman, 2008). Asi, las observaciones de animales criados en laboratorio han
proporcionado informacion ecoldgica fiable sobre el asentamiento de los pulpos, que es muy
dificil de observa en medio salvaje, y ha mejorado en gran medida nuestra comprension de los
rasgos del ciclo vital del pulpo (Dan et al., 2021).

La modelizacién de los patrones de asentamiento de O. vulgaris en funcién de la temperatura
en latitudes templadas, sugiere periodos planctonicos mas cortos cuando la temperatura
aumenta (desde principios de la primavera hasta mediados del verano) o periodos plancténicos
mas largos cuando la temperatura disminuye (durante el otofio y el invierno) (Katsanevakis &

Verriopoulos, 2006), coincidiendo con lo observado por Repolho et al. (2014).

4.6. Ultimos avances en el protocolo de cultivo de paralarvas
A continuacién, pasamos a describir dos de los protocolos mas importantes que se han
desarrollado para el cultivo larvario de pulpos.

Por un lado vamos a describir el protocolo propuesto por Iglesias et al. (2014). Estos autores
usan tanques cilindro-conicos replicados de 500-1000 L. Recomiendan usar agua estancada, es
decir, agua con microalgas para la 12 semana, después el cual se abre el circuito durante 4h/dia
(100%/dia de ratio de renovacion). Se recomienda que el color de las paredes y el fondo del
tanque sean negros, o también blancos (o claros) para el fondo, para mejorar la observacion de
las paralarvas. Con respecto a la temperatura, debe mantenerse entre 20-22°C y una salinidad
de 32-35 psu.

Para la entrada del agua sugieren que la entrada de agua superficial sea tangencial para evitar
en lo medida de lo posible un estrés y malestar para las paralasrvas, y con respecto al drenaje,
consiste en un tubo cilindrico central con 250 um por donde se va eliminando poco a poco el
exceso de agua, y como las paralarvas siempre van a estar por debajo de la boca del tubo no
hay peligro de que se vayan con el drenaje. Otra opcion es utilizar agua estancada durante el
dia y abrir el flujo durante la noche con una malla de salida de 500 um para mantener una

cantidad homogeénea de Artemia enriquecida.
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Se recomienda limpiadores de superficie y una aireacion central moderada para evitar que las
larvas sufran dafios, ya que se pueden formar burbujas en el manto (Iglesias et al, 2014). La
intensidad de la luz en la superficie debe ser de 500-700 Lx para un fotoperiodo de 24 horas
cuando se utilicen tanques con paredes negras y fondo negro, mientras que la intensidad de la
luz puede ser de 60-250 Lx para un fotoperiodo de 14 h:10 h (L:D) cuando se utiliza un tanque
de fondo claro (Iglesias & Fuentes, 2014).

Con respecto al alimento de las Artemias en los tanques de cultivo ha de utilizarse una
concentracion de 1 x 108 células/mL™ de Nannochloropsis sp. en el medio de cultivo (sistema
de agua verde), y la concentracion de paralarvas debe ser de 10 individuos L. Las presas
paralarvas deben consistir en Artemia de 24 h (0,5 Artemia/mL™) enriquecida con Isochrysis
galbana a una concentracion de 0,75 x 108 células/mL™* durante los primeros 15 dias, seguida
de Artemia mas grande (1,5-2 mm TL) cultivada durante 4-5 dias con I. galbana y enriquecida
ademas con Nannochloropsis sp., a una concentracion de 1 x 107 células/mL™, manteniendo
una concentracion de presas de 0,3 Artemia/mL™* Cuando se utilicen zoea de centollo en la
alimentacion conjunta con Artemia, deben afiadirse a una concentracion de 0,05-0,1

individuos/mL™, al menos 3-4 dias por semana, pero preferiblemente todos los dias.

Con fines comparativos, se registrard la longitud total y el peso seco de 20 paralarvas al
comienzo de los experimentos y periédicamente (se recomienda cada quince dias) en cada

ensayo de cria.

Por ualtimo, vamos a describir un protocolo desarrollado y patentado por el IEO (Tur et al.,
2018), patente que se ha licenciado a la empresa Nueva Pescanova S.L. quien esta probando su

viabilidad a nivel industrial.

El experimento se lleva a cabo en tanque troncoconico de 1000 L de volumen, paredes y fondo
negro, aireacion en posicion central y moderada evitando que la corriente creada por las
burbujas de aire impiden a las paralarvas moverse libremente por el tanque. Una densidad de 5
paralarvas/litro y con unos valores para el oxigeno disuelto que oscilaron entre 5,5-6,7mg/L
para un rango de temperatura de 18,5-21,3°C y una salinidad de 35 g/L (durante todo el periodo
experimental). Se empled agua verde hasta los 30 dias, con una concentracion de 10° cel./mL
de Nannochloropsis sp. e Isochrysis aff. galbana en el momento de la adicion de las microalgas.
El tanque se mantuvo cerrado los dos primeros dias, teniendo lugar lo que podriamos denominar
como una “maduracion® del tanque (12 diferencia con el procedimiento del estado de la técnica).

Transcurridos este periodo se empieza a renovar (con agua filtrada a 1 micra con 30 filtros
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cartucho), empezando con una tasa de renovacion del 15-20% del volumen del tanque (10mL/s
durante 5 horas) durante los siguientes 5 dias, aumentando el tiempo de manera paulatina hasta
Ilegar al 100% de la renovacién a los 15 dias. Este porcentaje se mantiene asi hasta el dia 30, a
partir del cual se lleva a cabo una renovacion continua (24 h al dia) que representa una
renovacion en torno al 200% al dia y que se mantendra hasta el cierre del tanque a los 40 dias
de vida (22 diferencia). La salida del agua se hizo a través de un tubo central con una malla de

300 micras y el nivel del agua se mantiene gracias a un tubo exterior.

Para la luz se us6 un fluorescente de luz blanca fria de 35W situado sobre el borde 5 del tanque
(en lugar de una posicion central) provocando un cambio en el &ngulo de incidencia de luz sobre
la superficie y dando lugar a condiciones de luz heterogéneas dentro de la columna de agua, (32
diferencia). Los valores de intensidad usados durante el ensayo quedarian englobados en tres
niveles de intensidad Los niveles utilizados van desde 600 a 800 lux (1077-1436 W/m2) para
los primeros 15 dias de 10 vida y entre 300 a 600 lux (517-1077 W/m2) para el intervalo entre
15 y 40 dias de vida. (42 diferencia). Tuvo un fotoperiodo de 14:10 (luz:oscuridad), entre las

8:00 y las 22:00 h desde el primer dia de vida hasta el final del ensayo.

Para alimentar a estas larvas se usaron anfipodos del género Jassa sp. a a partir del dia 8 de
vida, pues fue cuando se observo que una mayoria de larvas ingerian este tipo de presa. En este
caso, la alimentacion durante los primeros 8 dias consistio Unicamente en Artemia. y entre los
9-10 dias se alimentaron con una mezcla de Artemia (75% del total de individuos) y anfipodos
(25%) del género Jassa spp. de entre 1-3 mm de longitud. A partir de los 10 dias, las larvas
comenzaron a alimentarse exclusivamente de estos anfipodos (3-5 presas/paralarva/dia), hasta
el cierre del cultivo. Los resultados de crecimiento de las paralarvas presentaron un indice de

crecimiento de 6,7% y una supervivencia del 70% a los 25 dias.
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5. Conclusiones

1. A pesar de los avances que se han hecho con respecto a la alimentacion y nutricion de
paralarvas de Octopus vulgaris, todavia queda mucho trabajo investigador en relacion a
sus requerimientos nutricionales, la seleccion de presas adecuadas y la composicion de

su microbiota gastrointestinal.

2. Es necesario llevar a cabo mas investigaciones sobre la biologia de las primeras fases
de vida, tanto en individuos salvajes como cultivados, ya que la informacion obtenida
es aun escasa, y en los tanques de crianza se pierden factores ambientales importantes

presentes en el medio salvaje.

3. Se han desarrollado protocolos de cultivo que han mejorado de manera importante la
supervivencia y crecimiento de las paralarvas de Octopus vulgaris, alguno de los cuales
se estan validando a nivel industrial. Sin embargo, ain queda mucho margen de mejora

en numerosos aspectos entre los que podemos destacar la temperatura y la iluminacion.

4. A pesar de los avances realizados en la fisiologia y metabolismo de las paralarvas de
pulpo comun, quedan ain muchos aspectos donde profundizar con el fin de mejorar
nuestros conocimientos relacionados con la nutricion y el bienestar de estos animales

durante estas primeras fases de su desarrollo.
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