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Trabajo Cientifico

El pulpo comin, Octopus vulgaris, es una especie de gran interés en el campo de la acuicultura, sin embargo, la elevada mortalidad
en las primeras fases de vida y la oposicion de determinados &mbitos sociales a su cultivo ponen de manifiesto la necesidad de
identificar y validar marcadores de bienestar que aporten informacion objetiva para resolver estas cuestiones El objetivo de este
trabajo es identificar y validar biomarcadores inmunes en las primeras etapas de O. vulgaris para evaluar y mejorar distintas
condiciones de cultivo relacionadas con la iluminacién y con ello mejorar el bienestar y viabilidad larvaria. Para ello, se analizaron
las actividades proteasa, antiproteasa, peroxidasa, lisozima y bactericida en extractos de paralarvas sometidas a luz directa/ indirecta,
tanques blancos/negros, con/sin sombra a las 24 h, 48 h y 5 dias después de la eclosién. Los resultados no arrojaron diferencias
significativas en las actividades entre los tratamientos, sin embargo, se observé una tendencia a menores niveles de actividad en las
paralarvas cultivadas en tanques con sombra, aunque estas diferencias no se corresponden con las observadas en la supervivencia, la
cual fue menor en el tratamiento con tanques blancos.

Introduccion

El pulpo comin, Octopus vulgaris, es una especie de gran interés como especie de diversificacion
acuicola por su elevado valor comercial. Sin embargo, su posible produccién comercial ha generado
criticas en determinados sectores sociales que consideran inevitable el sufrimiento de esta especie en una
produccion industrial. No obstante, a dia de hoy, no hay suficientes datos ni marcadores de bienestar que
permitan resolver esta polémica. Esto unido a la dificultad para conseguir juveniles bentnicos complica
su cultivo a escala comercial. El estrés luminico en las paralarvas es un fenémeno que puede tener efectos
significativos en su desarrollo y supervivencia. Al igual que en otras especies marinas, las paralarvas de
0. vulgaris son sensibles a cambios en la intensidad y condiciones de iluminacién (Tur et al., 2018). Las
condiciones de iluminacion no solo pueden afectar a su crecimiento, metabolismo, pigmentacion y
capacidad de encontrar alimento y refugio sino también dar lugar a respuestas de estrés que a la larga
afecten a la capacidad de respuesta inmune y por tanto a la viabilidad del cultivo.

El objetivo de este trabajo es identificar y validar biomarcadores inmunes en las primeras etapas de O.
vulgaris para evaluar y mejorar el estado de salud y el bienestar animal de los ejemplares sometidos a
distintas condiciones luminicas. Con el fin de identificar las condiciones de cultivo que aseguren una
mayor supervivencia y calidad del producto final. Estos biomarcadores servirian como herramienta para
ayudar a desarrollar estrategias de manejo, optimizar las condiciones de cultivo y perfeccionar las
practicas de bienestar que minimicen los efectos negativos del estrés luminico en la acuicultura del pulpo.

Material y Métodos

Las paralarvas recién eclosionadas fueron obtenidas de una hembra salvaje de 1400g mantenida durante
26 dias en las instalaciones del Centro Oceanogréfico de Canarias (IEO-CSIC). El cultivo se llevé a cabo
en tanques troncocénicos de 100 L, sembrando 500 paralarvas por tanque, siguiendo la metodologia de
Tur et al. (2018). Se compararon 4 tratamientos en tanques negros (n=3) combinando la variable luz
(directa (1100 lux) vs indirecta (400 lux)) con la presencia o ausencia de un sombreado parcial (malla
oscura cubriendo la mitad del tanque). Se afiadié un 5° tratamiento con tanques blancos y luz directa sin
sombreado. Tres paralarvas de cada tanque fueron recolectadas a las 24 h, 48 h y 5 dias después de la
eclosion, anestesiadas, sacrificadas en nitrogeno liquido y conservadas a -80°C. Las muestras fueron
enviadas al Centro Oceanografico de Murcia (IEO-CSIC), para su posterior analisis.

Las paralarvas se homogeneizaron en grupos de 3 paralarvas (3 replicas) en 1 ml de solucion salina
tampdn fosfato (PBS, pH 7,4) y se analizaron las actividades proteasa, antiproteasa, peroxidasa, lisozima
y bactericida en los extractos de las paralarvas. La actividad proteasa se determind midiendo el porcentaje
de hidrolisis de azocaseina, segun el protocolo de Charney y Tomarelly (1947) modificado como se
describe en Chaves-Pozo et al. (2019). La actividad antiproteasa se determiné mediante el porcentaje de
inhibicion de la hidrélisis de azocaseina por 2 mg/ml de proteinasa K utilizando una modificacion del
protocolo descrito en Ellis (1990) como se describe en Chaves-Pozo et al., (2019). Los resultados de
ambas actividades se expresaron como % pg™ de proteina. La actividad peroxidasa se midi6 en extractos
segln Quade y Roth (1997) y Chaves-Pozo et al. (2019). Una unidad se definié como la cantidad de
actividad que produce un cambio de absorbancia de 1. La lisozima se midié utilizando una modificacion
del método turbimétrico descrito por Parry Jr et al. (1965), utilizando 0,3 mg mL™ de Micrococcus
lysodeikticus (Sigma) en tamp6n de citrato de fosfato como sustrato. Una unidad de actividad lisozima se
definid6 como una reduccion en la absorbancia de 0,001/min. Los resultados de ambas actividades se
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expresaron como unidades (U) pg” de proteina. La actividad bactericida se determind evaluando sus
efectos sobre la inhibicién del crecimiento bacteriano de Vibrio harveyi, como se describe en Sunyer y
Tort (1995) modificado como se describe en Chaves-Pozo et al., (2019). Los resultados se corrigieron con
la absorbancia medida en cada muestra en el momento inicial y se expresaron como% pg™* de tejido.

Los datos se presentan como media + error. Los efectos de los diferentes tratamientos luminicos en las
actividades en cada tiempo se determinaron mediante ANOVA de dos vias. Los datos con distribucion no
paramétrica se analizaron mediante el analisis de una via de Kruskal Wallis. Para todos los analisis se
establecio un nivel de significacion P<0,05. Los andlisis estadisticos se realizaron con el PAST 4.07b.

Resultados

La actividad proteasa disminuyd durante los primeros 5 dias en todos los tratamientos, a excepcién del
tratamiento con luz directa, tanque negro y sin sombra cuya actividad se mantuvo contante; aungque no se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (p>0.05). La actividad antiproteasa solo se
detect6 a las 48 h en todos los tratamientos a excepcion del tratamiento con luz directa, tanque negro y sin
sombra que también se detectd a las 24 h y en el tratamiento con tanque blanco que solo se detecté al dia 5.
En cuanto a la actividad peroxidasa, no se obtuvieron diferencias significativas entre los distintos
tratamientos (p>0.05). No se detect6 actividad lisozima en ninguno de los tratamientos. Se observo una
mayor actividad bactericida en el tratamiento con luz directa, tanque negro y sin sombra, mientras que los
tratamientos con el 50% de sombra la actividad fue menor durante los primeras 48h, a pesar de que no se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (p>0.05).

Discusion

Este trabajo representa una aproximacion preliminar a los efectos fisiologicos del estrés en paralarvas de
pulpo y resalta la variabilidad en las actividades proteasa, antiproteasa y peroxidasa, asi como la actividad
bactericida que tiene O. vulgaris en etapas tempranas de su desarrollo. Esto pone de relevancia la necesidad
de aumentar el nimero de muestras bioldgicas en estudios posteriores para poder identificar y validar
biomarcadores inmunes en las primeras etapas de O. vulgaris que permitan evaluar el nivel de bienestar de
los organismos y sus adaptaciones al medio de cultivo. De todas formas y aunque no pudimos observar
diferencias significativas entre los grupos los datos obtenidos muestran una tendencia a menores niveles de
actividad en los ejemplares cultivados en tanques con sombra, aunque estas diferencias no se corresponden
con las observadas en la supervivencia, la cual fue menor en el tratamiento con tanques blancos.
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