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RESUMEN

El cultivo del pulpo comin Octopus vulgaris Cuvier, 1797 no plantea problemas en cuanto a la
adaptacién de ejemplares a cautividad, engorde de juveniles, maduracién sexual y puesta. Sin
embargo, la tasa de mortalidad larvaria es muy elevada. La determinacién de los cambios en las
actividades enzimaticas durante el desarrollo larvario puede ser 1til para establecer el momento
6ptimo del destete y para comprender la dependencia de la larva de fuentes de enzimas exége-
nas. Con el objetivo de determinar las capacidades digestivas de las paralarvas de pulpo se han
llevado a cabo experimentos para evaluar el efecto en ellas de distintas dietas. Estas estaban com-
puestas por diferentes combinaciones de Artemia salina (L., 1758), Moina salina Daday, 1888 y
zoeas de crustdceos, asi como microcapsulas de dieta artificial. Determinado el peso himedo de
las paralarvas, se midi6 la actividad de proteasas y tripsina en ejemplares individuales para valo-
rar la capacidad digestiva sobre los distintos tratamientos. Los resultados mostraron que la secre-
cién enzimatica estaba influida por la edad y el tipo de alimentacién. Se deduce, pues, que las
proteasas pueden ser usadas como indice de calidad de la puesta y la tripsina como indicador de
que las paralarvas se estan alimentando.

Palabras clave: Alimentacién, cefalépodos, cultivo, fase larvaria, actividad de proteasas,
tripsina.

ABSTRACT
Digestive enzymes indicating nutritional condition in octopus paralarvae Octopus vulgaris Cuvier, 1797

Experiments were conducted to evaluate the effect of different diets in Octopus vulgaris Cuvie, 1797 para-
larvae. Diets were composed of different combinations of Artemia salina (L., 1758), Moina salina Daday, 1888
and crab zoea, as well as artificial food. Wet weight of the paralarvae was recorded. Protease and trypsin activity
were determined in a number of individuals to assess changes in the digestive use of food. Results show that enzy-
me secretion was affected both by age and the type of food. It is deduced that protease activity can be used as spaw-
ning quality index, and that trypsin activity gives information about whether paralarvae are feeding.

Keywords: Cephalopoda, culture, larval stages, feeding, protease activity, trypsin.
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INTRODUCCION

El pulpo comun, Octopus vulgaris Cuvier, 1797,
es una especie muy frecuente en nuestras aguas,
con una amplia distribucién en el Atlantico y el
Mediterraneo. Su maduraciéon y su desarrollo
sexual estan ligados a factores medioambienta-
les, como temperatura, salinidad y fotoperio-
do (Guerra, 1987), y la época de puesta se
sitia entre abril y septiembre, principalmente.
El namero de huevos que puede poner una
hembra varia entre 100 000 y 500 000, cada
uno de unos 2 mm de longitud al comienzo
del desarrollo y en torno a 3 mm antes de la
eclosion.

Los cefalopodos han sido siempre muy explo-
tados en nuestro pais, pues se han apreciado
como uno de los recursos marinos mas exquisi-
tos, alcanzando un elevado valor econémico.
Esta intensa explotacion ha requerido medidas
de regulacion para minimizar el impacto produ-
cido en las poblaciones naturales y potenciar la
importacion o la acuicultura como posibles
alternativas.

El cultivo del pulpo no plantea problemas en
cuanto a la adaptaciéon de ejemplares a cautivi-
dad, engorde de juveniles, maduracion sexual y
puesta. Sin embargo, la tasa de mortalidad larva-
ria es muy elevada y esto obstaculiza la produc-
cion de juveniles a partir de las paralarvas eclo-
sionadas en cautividad. A escala experimental se
han realizado algunas experiencias exitosas,
donde un namero reducido de paralarvas han
alcanzado el estado juvenil o adulto; pero estas
experiencias no han podido ser repetidas, y
mucho menos ampliadas a escala industrial,
pese al gran interés existente en el sector (Igle-
sias, Sanchez y Otero, 1997; Rodriguez y Carras-
co, 1999 no publicado; Moxica et al., 2002).

La determinacion de los cambios en las activi-
dades enzimaticas durante el desarrollo larvario
puede ser util para establecer el momento opti-
mo del destete y para comprender la dependen-
cia de la larva de fuentes de enzimas exégenas
(obtenidas del alimento vivo). Ademas, sirve
para detectar las deficiencias fisiologicas que
hacen morir a los organismos. Las proteasas son
las enzimas encargadas de hidrolizar las protei-
nas y son de suma importancia en animales que
poseen un metabolismo proteinico, como es el
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caso del pulpo. Asi, el estudio de la actividad
proteasa informa no solo de la actividad especi-
fica de esas enzimas, también de la produccion
endogena de las mismas. Esta produccion esta
influida, entre otros factores, por la talla del ani-
mal, la temperatura del agua y la alimentacion
(Alarcén, Diaz y Moyano, 1997). Diversos auto-
res han observado en larvas de peces una dismi-
nucion de la tripsina relacionada con el ayuno o
provocada por una alimentacion no adecuada
(Pedersen y Hjelmeland, 1988; Zambonino
Infante et al., 1996), por lo que los valores de
esta enzima pueden ser indicativos de la idonei-
dad de la alimentacion del animal.

Actualmente, los esfuerzos de investigacion se
centran en estudiar la alimentacion ideal de las
paralarvas de pulpo, tanto en tamano como en
composicion, y en la determinacion de los
requerimientos nutricionales en esta fase planc-
tonica. Con el objetivo de establecer las capaci-
dades digestivas de las paralarvas de pulpo se
pretende definir y cuantificar los niveles enzi-
maticos de paralarvas en fase planctonica. Esto
permitiria ampliar el conocimiento sobre las
deficiencias que muestran las paralarvas en su
cultivo y la elevada tasa de mortalidad, que
actualmente es el factor limitante en el desarro-
llo del cultivo integral del pulpo.

MATERIAL Y METODOS

Cultivo de O. vulgaris (captura, reproduccion
y cultivo de paralarvas)

La captura de especimenes subadultos (500 g
de peso medio) de O. vulgaris fue llevada a
cabo mediante buceo en la bahia de Algeciras
(suroeste de la peninsula Ibérica), entre enero y
mayo de 2004.

Después de un periodo de aclimatacion y
engorde, cuando se observaron puestas en el
interior de los refugios, se procedié al aisla-
miento de éstas junto con las hembras respecti-
vas en tanques individuales mantenidos en
penumbra hasta el momento de la eclosion.

Simultaneamente, se procedié al manteni-
miento de especies que servirian de alimento a
las paralarvas cultivadas: zoeas de crusticeos,
como el centollo Maja squinado Herbst, 1788 y el
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camarén Palaemon serratus Pennant, 1777, Arte-
mia salina (L., 1758), Moina salina Daday, 1888 y
huevos y larvas de lenguado senegalés Solea sene-
galensis Kaup, 1858.

Disefio experimental

Se realizaron tres experimentos para los que
se eligieron, de entre todas las puestas, aquéllas
cuyas paralarvas presentaban a priori mejor
apariencia externa (turgencia del cuerpo,
tamano y movilidad). Cada experimento se
llevé a cabo con ejemplares de una misma pues-
ta, y los cultivos de cada tratamiento se realiza-
ron por duplicado. En el transcurso de los
experimentos la temperatura del agua se man-
tuvo entre 21 y 22 °C. El alimento se introdujo
por primera vez a las 3 h de vida de las paralar-
vas. Los tipos de dietas suministradas se deta-
llan en la tabla I.

Toma de muestras

Las muestras de paralarvas fueron tomadas los
dias 1 (entre 0y 3 h después de la eclosion), 3, 7
y 10 de vida (excepto en el experimento A, que
finaliz6 en el dia 7 por la escasa supervivencia).
Las paralarvas fueron sacrificadas mediante
inmersion en agua de mar a —4 °C, lavadas con
agua destilada y depositadas sobre papel secante

Enzimas digestivas en paralarvas de pulpo

para eliminar el exceso de agua de la cavidad del
manto.

Analisis biométrico

Para determinar el crecimiento se procedi6 a
pesar cinco paralarvas de cada tratamiento y dia
de muestreo en una microbalanza (Sartorius
Research R200D) tras eliminar el exceso de agua
con papel secante.

Analisis bioquimicos

Para los analisis bioquimicos se tomaron 50
paralarvas de cada tratamiento y dia de mues-
treo. Las muestras fueron congeladas a —20 °C,
liofilizadas durante 24 h a -100 °C (con Maxy-
Dry FTS Systems) y conservadas en oscuridad a
temperatura ambiente.

Extractos enzimaticos

Los extractos se realizaron con paralarvas
individuales. Se procedi6 a homogeneizar las
paralarvas en agua destilada en un homogenei-
zador mecanico (Kontes) con micropistilos para
eppendorfs de 1,5 ml de capacidad y en bano de
hielo a 4 °C. Los extractos obtenidos se centrifu-
garon a 12 000 rpm durante 15 min a 4 °Cy se

Tabla I. Hembras de las que proceden las paralarvas de los distintos tratamientos, fecha de eclosion de las paralarvas,

caracteristicas de los tanques de cultivo y descripcion de los tratamientos suministrados a cada grupo. (A): metanau-

plios de A. salina enriquecidos con acidos grasos poliinsaturados DC SuperSelco; (h/1): huevos y larvas de menos de
48 h de vida de S. senegalensis; (M): M. salina; (Zv): zoeas vivas de centollo recién eclosionadas y de hasta 24 h de vida;
(Zm): zoeas de centollo recién eclosionadas y de hasta 24 h de vida, sacrificadas y congeladas a =80 °C; (Zc): zoeas de
camaron recien eclosionadas; (Da): dieta artificial a base de pienso de 400 pm de didmetro, rico en DHA y EPA (de

Maripro).
. . Forma . Renovacion
Hembra Fecha Tratamiento Alimento Capacidad (1)
del tanque del agua

1 Jun-2004 Al A+Zm Circular 200 Circuito abierto
Jun-2004 A2 A+h/1 Circular 200 Circuito abierto

2 Ago-2004 Bl A Rectangular 50 10 % diario

Ago-2004 B2 A+Da+Zc Rectangular 50 10 % diario

3 Sep-2004 Cl A+M Rectangular 50 10 % diario

Sep-2004 C2 Zv Circular 50 10 % diario

Sep-2004 C3 A+Zv+Zc Rectangular 50 10 % diario
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guard6 el sobrenadante a =20 °C hasta su poste-
rior utilizacion.

Actividad proteasa total

La actividad de proteasas fue medida por tri-
plicado en cinco extractos individuales por cada
dia y dieta suministrada segin una modificacion
del método de Kunitz (1947), usando como sus-
trato FTC-caseina al 0,3 % disuelta en tampo6n
citrato 50 mM pH:6,0 e incubando durante 2 h a
37 °C. Se detuvo la reaccién con acido tricloroa-
cético (TCA) al 20 %, se centrifugo, se diluy6 en
Tris-HCI 500 mM pH:8,5 y se ley6 en fluorimetro
(Thermolab Systems) a una longitud de onda de
485/538 nm (EX/EM). La actividad se expreso
en unidades relativas de fluorescencia (urf) por
paralarva.

Actividad de tripsina

Se tomaron los extractos individuales de 10
paralarvas de cada dieta y dia de cultivo. La acti-
vidad de tripsina fue medida en los extractos uti-
lizando Bis-(CBZ-Ala-Arg) 2-Rhod-110 (Molecu-
lar Probes; R6508) disuelto en dimetil-sulfoxido
(DMSO) a pH:8,0 (Tris-HCl 50 mM + 10 mM
CaCly). La reaccion comenzé anadiendo 20 pl
de extracto enzimatico al buffer con el sustrato,
en triplicados, y se ley6 la fluorescencia a
496/520 nm (EX/EM) durante 10 minutos en
un fluorimetro (Thermolab Systems). La activi-
dad se expres6 en urf por paralarva.

Tratamiento de los datos

Los datos fueron tratados con el paquete esta-
distico SPSS. Cuando los datos se aproximaron a
la normalidad se compararon las medias
mediante anova (caso del peso humedo y las
proteasas), seguido del test de Bonferroni.
Cuando los datos no fueron normales (caso de
la tripsina) se aplicaron los tests no paramétricos
de Mann-Whitney y de Kruskal-Wallis. El nivel de
significacion fue de 0,05.
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RESULTADOS
Crecimiento en peso

Se observaron grandes diferencias en peso
himedo entre individuos recién eclosionados
procedentes de las distintas puestas. Los indivi-
duos del experimento A (nacidos al principio del
verano) alcanzaron un peso huimedo de 1,18 mg
(desviacion estandar d. e.: 0,084), mientras que el
de los individuos del experimento C (nacidos al
final de verano) fue 0,90 mg (d. e.: 0,071).

En la tabla II se muestra el peso humedo de
las paralarvas de cada dieta suministrada en los
tres experimentos durante los dias del cultivo.
En general, se observa una disminucion del
peso en todos los experimentos y dietas desde el
dia 3 del cultivo hasta el dia 7, momento en el
que se invierte la tendencia y los valores aumen-
tan hasta el dia 10, registrindose pesos pareci-
dos a los que presentaban las paralarvas en el
momento de la eclosion. El peso no registré dife-
rencias significativas al final de los experimentos
A'y B con respecto al comienzo (P > 0,05), aun-
que si se encontraron diferencias significativas
(P < 0,001) en la dieta C3 respecto a las dietas
ClyC2.

Actividad de Proteasas

Se midi6 la actividad de proteasas en las pre-
sas suministradas como alimento. En A. salina 'y
S. senegalensis fue 100 veces menor que la activi-
dad registrada en zoeas de centollo congeladas
un mes a —80 °C, y 200 veces menor que en zoeas
de centollo vivas.

Respecto a los valores de las paralarvas recién
eclosionadas procedentes de las distintas pues-
tas, y antes de recibir alimentacion, se observan
valores de proteasas muy distintos, con los regis-
tros mas bajos en las paralarvas procedentes de
la hembra A (principios de verano) y los mas ele-
vados en las paralarvas procedentes de la hem-
bra B (mediados de verano). La actividad de
proteasas de las paralarvas de pulpo cultivadas
en cada experimento para cada dia de muestreo
se muestra en la tabla IIL

Se analiz6 tanto el efecto entre dietas de un
experimento para cada dia de muestreo como el
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Tabla II. Media del peso himedo (mg) + desviacion estandar (d. e.) en paralarvas individuales de pulpo en los

experimentos A, By C, para cada dia de muestreo, alimentados con distintas dietas (1: A1, B1 o Cl; 2: A2, B2

o C2; 3: C3). (***): diferencias estadisticamente significativas entre las dietas en el transcurso del
experimento (P < 0,001).

Dia Dieta A B C
1 - 1,18 + 0,08 1,68 + 0,18 0,90 + 0,07
3 1 1,36 + 0,21 1,26 + 0,09 0,84 + 0,11
2 1,40 + 0,07 - 0,92 + 0,04
7 1 0,92 + 0,08 1,06 + 0,05 1,14 + 0,18
2 1,17 + 0,12 1,20 + 0,19 1,00 + 0,19
3 - - 1,30 + 0,28 ##%
10 1 - 1,04 + 0,11 1,28 + 0,25
2 - 1,26 + 0,11 1,12 + 0,25
3 - - 1,56 + 0,17 #%%

efecto de cada dieta a lo largo de todo el cultivo.
En el experimento A no hubo un aumento de la
actividad proteasica al final del cultivo, y tampoco
se vieron diferencias significativas entre las dos die-
tas aplicadas en el transcurso del cultivo (P > 0,05).
En el experimento B, sin embargo, si se observé un
aumento de las actividades enzimaticas al final del
experimento (P <0,05) pese a que no hay diferen-
cias significativas entre las dietas suministradas
(P >0,05), aunque las actividades de las paralarvas
de la dieta B2 son ligeramente superiores a las de
la dieta B1. Es en el experimento C donde se vie-
ron grandes diferencias, tanto de la actividad de
proteasas de cada dieta a lo largo del cultivo, con
un aumento progresivo de las actividades desde el

momento de la eclosion (P < 0,001), como en la
comparacion de las tres dietas entre si el dia 10 del
cultivo (P < 0,05). Las diferencias fueron altamen-
te significativas, sobre todo el dia 10 del cultivo en
las dietas C1 y C3, con actividades protedsicas en
torno a los 400 urf/paralarva, en contraposicion
con los niveles de actividad para ese mismo dia de
las paralarvas de la dieta C2, que fueron bastante
mas bajos (150 + 55 urf/paralarva).

Actividad de tripsina

Las paralarvas procedentes de cada puesta mos-
traron valores muy diferentes de la actividad de

Tabla III. Actividad media de proteasas (urf/paralarva) y desviacion estandar (d. e.) en paralarvas individuales

de pulpo de los experimentos A, B y C alimentados con distintas dietas, para cada dia de muestreo. Actividad

medida en cinco paralarvas distintas por grupo excepto en las larvas de 7 dias del grupo A2, donde se

realizaron cuatro.

Experimento A

Experimento B

Experimento C

Dias Proteasas Al A2 Bl B2 C1 C2 C3
1 Media 32,89 32,89 164,30 164,30 59,61 59,61 59,61
d.e. 15,42 15,42 27,65 27,65 8,88 8,88 8,88
3 Media 22,99 41,87 187,23 - - 144,97 -
d.e. 8,39 13,04 20,22 - — 23,44 —
7 Media 26,88 35,08 106,60 154,50 214,49 186,66 283,42
d.e. 13,65 16,53 28,88 46,05 79,74 68,71 45,14
10 Media - - 196,87 260,73 388,89 150,59 403,77
d.e. - - 66,94 92,13 100,87 54,72 93,95
Bol. Inst. Esp. Oceanogr. 21 (1-4). 2005: 177-186 181
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tripsina antes de recibir alimentacion, siendo
las paralarvas del experimento C las que pre-
sentan valores mayores; las paralarvas de los
experimentos A y B presentan actividades muy
parecidas entre si. La actividad de tripsina de
las paralarvas de pulpo cultivadas en cada expe-
rimento para cada dia de muestreo se muestra
en la tabla IV.

También se examiné el impacto de las dietas de
un experimento para cada dia de muestreo y el
efecto de cada dieta a lo largo de todo el cultivo.
Los datos de la actividad de tripsina presentaron
una gran variabilidad, ya que solo un porcentaje
muy bajo de las paralarvas de cada grupo y dia de
muestreo registraban actividad, mientras que el
resto de muestras no registraron actividad tripsina.

En todos los experimentos, los valores de acti-
vidad de tripsina de las paralarvas entre los dias 1
y 3 fueron muy bajos. Los valores de las activida-
des el dia 7 eran ligeramente superiores, aunque
presentaban mayor variabilidad entre los grupos
de alimentacion de cada experimento, e incluso
dentro de los distintos individuos del mismo
grupo. Las paralarvas de los experimentos By C,
a dia 10 del cultivo, presentaron valores mas altos
de tripsina, y con diferencias significativas entre
cada dieta aplicada (P < 0,001). Excepto en las
dietas C2 y C3, en el resto de cultivos se observo
un aumento en la actividad de tripsina a medida
que las paralarvas crecian (0,001 <P <0,01). Este
aumento al final del experimento con respecto a
los niveles de la eclosion fue mas acentuado en
las dietas B1 y C1 (P < 0,001).

DISCUSION

Los niveles de enzimas dependen, entre otros
factores, de la especie, la edad, la temperatura y
el alimento. Asi, mientras algunas especies antes
de nacer ya tienen ciertas enzimas que se van
perdiendo a medida que el animal crece, otras,
en cambio, al nacer no secretan algunos tipos de
enzimas y, segun la edad, éstas van apareciendo
(Cousin, Baudin-Laurencin y Gabaudan, 1987;
Cahu y Zambonino Infante, 1995). En paralar-
vas de pulpo, la mayor fuente de enzimas diges-
tivas es la glandula digestiva, aunque las glandu-
las salivares también son un surtidor importante
(Boucaud-Camou y Roper, 1995).
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Crecimiento

La corta duracion de los experimentos no per-
miti6 observar, al final de los mismos, un aumen-
to positivo del peso en las paralarvas con respec-
to al momento de la eclosion. Las diferencias de
peso entre individuos recién eclosionados de
distintas puestas antes de recibir alimentacion
demuestra la importancia de la calidad de la
puesta y del momento de eclosion sobre el esta-
do de condicion de las paralarvas.

La composicion bioquimica del manto sufre
cambios estacionales en porcentaje de agua y en
contenido en proteinas y lipidos; asi, un peso mas
elevado como el que se registra en el experimen-
to B, con paralarvas eclosionadas a mediados del
verano, podria estar indicando un almacenamien-
to mayor de sustancias que les otorgue una condi-
cion nutricional, en principio, mas favorable. Aun-
que las proteinas son la reserva de energia mas
importante, los lipidos suministran los acidos gra-
sos esenciales y también los componentes de la
membrana (como fosfolipidos y colesterol), y pue-
den ser importantes para la supervivencia de las
paralarvas de cefalopodos de rapido crecimiento y
ricas en fosfolipidos (Guerra, 1978; Navarro y
Villanueva, 2000; Rosa, Nunes y Sousa Reis, 2002).

Las paralarvas, tras la eclosion, poseen un sis-
tema digestivo que no estd totalmente diferen-
ciado ni es funcional (Boucaud-Camou y Roper,
1995), por lo que el animal se alimenta en sus
primeros dias de vida con las reservas de vitelo.
Sin embargo, se ha podido observar que desde
las primeras horas de vida, la paralarva de pulpo
captura presas vivas y las ingiere (observacion
personal). También se ha comprobado que las
paralarvas pueden sobrevivir en inanicién
durante la primera semana de vida, momento a
partir del cual ya pueden morir si no ingieren
alimento (Villanueva et al., 2002). La progresiva
disminucién en peso observada hasta el dia 7
esta relacionada con el agotamiento de las reser-
vas endogenas. La posterior y paulatina recupe-
racion de peso es un indicio del aprovecha-
miento del alimento suministrado.

Respecto a la influencia del tipo de dieta, cabe
destacar que la mds completa suministrada fue la
C3, compuesta por A. salina complementada con
zoeas de P. serratusy zoeas de centollo vivas, y es la
que produjo un mayor crecimiento. Respecto a la
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Tabla IV. Actividad media de tripsina (urf/paralarva) y desviaciéon estandar (d. e.) en paralarvas individuales
de pulpo de los experimentos A, By C alimentados con distintas dietas, para cada dia de muestreo.

Experimento A

Experimento B

Experimento C

Dias Tripsina Al A2 Bl B2 Cl1 C2 C3
1 Media 0,0062 0,0062 0,0036 0,0036 0,0169 0,0169 0,0169
N 10 10 10 10 9 9 9
d.e. 0,0071 0,0071 0,0018 0,0018 0,0193 0,0193 0,0193
3 Media 0,0035 0,0047 0,1171 - - 0,1998 B
N 10 7 8 - - 9 -
d.e. 0,0008 0,0029 0,1380 - - 0,2004 -
7 Media 0,0360 0,5510 0,2414 0,2237 0,5796 0,1806 0,0953
N 9 9 9 10 10 10 9
d.e. 0,0403 0,5909 0,4924 0,2259 0,8030 0,0884 0,0738
10 Media - - 27,1437 0,5269 3,6773 0,0934 0,1439
N — — 7 10 9 8 10
d.e. - - 13,2665 0,5241 2,0168 0,0598 0,2496

dieta B2, en la que se probo el efecto de un pien-
so rico en DHA y EPA de 400 um de diametro, se
observo que el peso humedo de las paralarvas no
mostraba ningun incremento respecto a los valo-
res de la misma dieta sin complementar con el
pienso (Bl). Estos resultados indican que estos
componentes no tienen efecto alguno en el peso,
pese a que si se comprobé que algunas paralarvas
capturaban el pienso y lo ingerian. Se han encon-
trado resultados idénticos con paralarvas de
pulpo en experiencias donde, ademas de presas
vivas, se suministraban microcapsulas y éstas eran
capturadas y parcialmente ingeridas, pero no se
vio tampoco reflejado en un aumento de supervi-
vencia ni de peso (Navarro y Villanueva, 2000;
Villanueva et al., 2002). En juveniles de cefalépo-
dos, en cambio, si se han probado con éxito las
dietas inertes, demostrando asi la adaptabilidad a
este tipo de alimentacion (Castro y Lee, 1994).

Actividad proteasa

Respecto a los niveles de proteasa en las pre-
sas suministradas a los cultivos de paralarvas de
pulpo (A. salina, zoeas de centollo vivas, zoeas de
centollo congeladas y huevos y larvas de lengua-
do), los niveles mas altos de proteasas corres-
pondian a las zoeas de centollo vivas. Sin embar-
go, en el experimento C se pudo observar que
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las paralarvas de los cultivos que recibieron esta
alimentacion (C2) no presentaron valores mayo-
res que los que fueron alimentados con M. sali-
nay A. salina (Cl). Este dato pareceria indicar
que las paralarvas de pulpo, al contrario de lo
que sucede en algunas larvas de peces, no incor-
poran enzimas exogenas a partir de las presas
capturadas e ingeridas. Las larvas de peces pue-
den usar enzimas de sus presas para facilitar la
digestion hasta que su sistema digestivo esta
completamente diferenciado y desarrollado
(Jankarik, 1964; Dabrowski, 1984; Pedersen vy
Hjelmeland, 1988). El efecto de las enzimas exo-
genas de A. salina en la digestion de paralarvas
de pulpo es desconocido, aunque se supone
bajo por ser una especie herbivora y pese a que
si se ha comprobado que, a medida que avanza
un cultivo de paralarvas en el que se suministra
A. salina, las paralarvas ajustan sus enzimas
digestivas a la cantidad de comida y la dieta que
reciben (Navarro y Villanueva, 2000; Villanueva
et al., 2002).

Las paralarvas recién eclosionadas presentan
una actividad proteasa elevada, aunque variable
segin la puesta de la que proceden, con valores
mas altos en la puesta de mitad del verano
(experimento B). Durante la primera semana de
vida los valores permanecen similares a los de
los recién eclosionados y, a partir de este
momento, coincidiendo con la desaparicion de
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las reservas de vitelo y el comienzo de la alimen-
tacion exogena, estos registros empiezan a refle-
jar la dieta suministrada. En el experimento A
no es posible deducir resultados, ya que el expe-
rimento tuvo una duracién muy corta y los valo-
res no se habian estabilizado todavia. En el resto
de los experimentos, a medida que el cultivo
progresa, las proteasas aumentan en todos los
grupos excepto en el experimento C2, en el que
la curva se hace decreciente. El descenso de la
actividad, tan acusado en este grupo, no puede
justificarse por la dieta suministrada, pues fue la
que registro la actividad proteasica de las presas
mas altay la que se ha senalado como dieta ideal
(Villanueva, 1994). A este respecto, considera-
mos que el diseno de los tanques (circulares en
vez de rectangulares como el resto) pudo influir
en la circulaciéon del agua en el tanque, lo que a
su vez es probable que afectara a la disponibili-
dad o capturabilidad de las presas.

La actividad de las proteasas encontrada en las
paralarvas de estos experimentos fue alta, coin-
cidiendo, asi, con otros autores que encuentran,
tanto en adultos como en juveniles de O. vulga-
ris, altas actividades dependientes del 6rgano
estudiado —en el tracto y la glandula digestiva:
Boucaud-Camou (1974) y Boucaud-Camou vy
Boucher-Rodoni (1983); en la glandula salivar
posterior: Sakaguchi (1968), Morishita (1972a,b)
y Morishita, Ueno y Takahashi (1974)-.

Actividad tripsina

Hasta el momento no se habia encontrado acti-
vidad de tripsina en paralarvas de O. vulgaris utili-
zando técnicas histoquimicas (Boucaud-Camou y
Roper, 1995). Sin embargo, los resultados del
presente trabajo muestran que usando analisis
bioquimicos si se pueden apreciar actividades de
tripsina. El método fluorimétrico, mas sensible
que el espectrofotométrico empleado por otros
autores (Villanueva et al., 2002, 2004), ha permiti-
do realizar medidas de esta enzima en paralarvas
individuales, en contraposicion con los extractos
y analisis que se habian hecho hasta ahora que se
basaban en grupos de paralarvas. Los resultados
obtenidos muestran niveles de tripsina muy bajos
en el momento de la eclosion e independientes
de la puesta de la que proceden y de la fecha en
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la que eclosionaron, y con una gran variabilidad
entre las paralarvas de un mismo grupo. Parece
existir un escaso porcentaje de individuos (20 %)
en todos los grupos experimentales que presen-
tan actividad, mientras que en el resto, ésta es
practicamente inexistente.

A partir de la primera semana de vida, la activi-
dad de esta enzima refleja ya las diferencias entre
dietas. Si se compara con larvas de peces, en
algunas especies no se observa actividad de tripsi-
na en las fases larvarias, mientras que en otras,
como dorada Sparus aurata L., 1758, la actividad
de tripsina ha sido observada a los 3-4 dias tras la
eclosion (Segner et al., 1989; Moyano et al., 1996).
Los niveles de tripsina de paralarvas de pulpo con
respecto a los niveles de la misma enzima en lar-
vas carnivoras de peces, como lubina Dicentrarchus
labrax (L., 1758), son bastante mds altos en el
pulpo a los 15 dias de vida de ambas especies (40
mu,/mg proteina en lubina frente a 460 mu/mg
en pulpo) (u=unidades) (Villanueva et al., 2002).

En el experimento B las paralarvas con mono-
dieta de A. salina presentan valores superiores a
las de la dieta complementada con zoeas de P.
serratus y microcapsulas, sugiriendo asi que, pese
a que ocasionalmente si ingirieran estas micro-
capsulas, ello no se refleja en una mejora de los
niveles de tripsina. En otras experiencias se ha
demostrado que la actividad tripsina en paralar-
vas de pulpo no aumentaba hasta el dia 15 de
cultivo (Villanueva et al., 2002). Sin embargo, en
el presente estudio, se han detectado aumentos
progresivos desde el dia 7 en todas las dietas de
cada experimento, excepto en la dieta C2 (pro-
bablemente por los problemas mencionados de
diseno de los tanques). En el experimento C las
paralarvas de la dieta Cl son las que tienen los
mayores valores de tripsina, lo que podria estar
indicando que estas paralarvas se estan alimen-
tando mas que las de las otras dietas.

CONCLUSIONES

Las medidas de actividad de proteasas en
paralarvas recién eclosionadas son distintas
segun las puestas de las que proceden y el
momento de eclosion, por lo que pueden ser un
indicador de la probabilidad de supervivencia.
La actividad de proteasas totales puede ser acep-
tada como un indice de condiciéon mas acertado
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que el peso, ya que la actividad de esta enzima
muestra diferentes respuestas segin las dietas
suministradas, sobre todo a partir del momento
en que desaparecen las reservas vitelinicas.

Se observa una gran variabilidad en los valores
de tripsina en paralarvas de un mismo grupo, lo
que hace inadecuado medir esta actividad en
grupos de paralarvas. También la actividad de
esta enzima entre las paralarvas de los distintos
dias y tratamientos presenta una gran variabili-
dad, por lo que no parece que sea un buen indi-
cador de condicién nutricional; sin embargo,
puede suministrar informacién sobre si las para-
larvas se estan alimentando desde los primeros
dias de vida. Esta actividad aumenta, principal-
mente, tras la primera semana de vida, y varia
segun la dieta suministrada.
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