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Abstract

The effect of enrichment of Artemia with marine phospholipids (LC60) on growth, survival and biomarkers of nutritional condition
(RNA/DNA) and physiological stress (stress proteins (HSP70), antioxidant enzymes and lipid peroxidation in Octopus vulgaris
cultured paralarvae was assed under a standardized protocol in three facilities. Hatchlings’ dry weight and nearly all biomarkers
studied showed significant differences among centres. On the other hand, after 15 days of rearing, dietary significant differences in
specific growth rate (SGR) of paralarvae were found, with an increment of SGR in the group fed Artemia enriched with LC60, as
well as higher levels in GPXT and GR activity. However, the diet did not affect significantly survival at 30 days. The biomarkers of
nutritional condition and physiological stress displayed differences among centres. The results point out that the SGR of paralarvae
were positively influenced by marine phospholipids as enrichment of Artemia, although no positive effect of LC60 on survival was
observed.

Resumen

El efecto del enriquecimiento de la Artemia con fosfolipidos marinos (LC60), sobre el crecimiento, la supervivencia y los
biomarcadores de condicion nutricional (ARN/ADN) y de estrés fisiolégico (proteinas de estrés (HSP70), enzimas antioxidantes y
peroxidacion lipidica) en paralarvas cultivadas de pulpo comin (Octopus vulgaris) se evalué bajo un protocolo estandarizado en tres
centros. Las paralarvas recién eclosionadas mostraron diferencias significativas entre centros en peso seco y en la mayor parte de los
biomarcadores analizados. Por el contario, en paralarvas cultivadas de 15 dias, se encontraron diferencias significativas debidas a
la dieta, presentando un incremento en la tasa de crecimiento especifica (TCE) en el grupo alimentado con Artemia enriquecida con
LC60 y mayores niveles de actividad GPX T y GR. Sin embargo, la dieta no tuvo efecto en la supervivencia de las paralarvas. Los
biomarcadores de condicién nutricional y de estrés fisiolégicos presentaron diferencias entre los centros. Los resultados indican que
el uso de fosfolipidos marinos como enriquecimiento de Artemia mejora el crecimiento de las paralarvas, si bien no se observa un
efecto positivo de dicho tratamiento sobre la supervivencia de las mismas.

Justificacién

El pulpo comun (Octopus vulgaris) presenta caracteristicas de interés para la diversificacion de la
produccion acuicola, aunque la elevada mortalidad registrada en sus primeras fases de vida impiden
avanzar en su cultivo. Dado que las altas tasas de mortalidad podrian estar relacionadas con el perfil
lipidico inadecuado de las presas empleadas como alimento durante su cultivo, asi como debido a la
necesidad de encontrar biomarcadores adecuados que indiquen el estado de salud de las paralarvas
durante las primeras fases de desarrollo, el objetivo de este estudio ha sido evaluar el efecto del
enriquecimiento de Artemia con fosfolipidos marinos (Marine Lecithin LC60) sobre el crecimiento,
supervivencia y biomarcadores de condicion nutricional (ARN/ADN ratio) y de estrés fisioldgico
(proteinas de estrés HSP70), enzimas antioxidantes y peroxidacion lipidica en paralarvas cultivadas, bajo
un protocolo estandarizado en tres centros.

Material y métodos
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Tres centros de investigacion: IRTA (Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria), TF (Centro
Oceanografico de Canarias) y VG (Centro Oceanogréafico de Vigo) capturaron en aguas costeras préximas
a cada centro ejemplares adultos de pulpo comdn para obtener las paralarvas. Las paralarvas fueron
cultivadas durante 30 dias en tanques de 500L cilindro-cdnicos negros a una densidad de 6 paralarvas/L.
En IRTA los cultivos se llevaron a cabo en circuito cerrado (IRTAMar™), mientras que TF y VG usaron
circuito abierto. En todos los centros se empled un caudal de 1L/min de 18h a 8 h, fotoperiodo de
12L:120, iluminancia de 700 Ix, aireacion suave y sistema de cultivo con agua verde (2.5-10°cél /mL de
Nannochloropsis sp). Artemia (Sep-Art EG INVE Aquaculture, Bélgica) de distintas edades, segun los
dias de cultivo de las paralarvas, fue enriquecida con fitoplacton (Isochrysis galbana y Nannchloropsis
sp.) como tratamiento control, o con fosfolipidos marinos (Marine Lecithin LC60 (LC60), Phospho Tech
Laboratoires, Francia). Durante los primeros 15 dias se usaron nauplios de Artemia enriquecidos y los
dias restantes metanauplios de Artemia de 4 dias. Se tomaron muestras de paralarvas a 0, 15 y 30 dias
para determinar peso seco, tasa de crecimiento especifica (TCE) y los biomarcadores: ARN/ADN,
proteinas de estrés (HSP70), actividad catalasa (CAT), glutation peroxidasa total (GPX T) y selenio
dependiente (GPX Se), glutation reductasa (GR) y peroxidacion lipidica (MDA), segun las metodologias
descritas en Reis et al. (2014) y Varo et al. (2013).

Resultados y discusion

Las paralarvas recién eclosionadas (Dia 0) mostraron diferencias significativas entre centros para: peso
seco, ARN/ADN, HSP70 y para todos los biomarcadores de estrés oxidativo, excepto GR (TablalA). En
cuanto a las paralarvas cultivadas durante 15 dias (Tabla 1B), se encontraron diferencias significativas
entre dietas mostrando los individuos alimentados con LC60 mayor TCE, al igual que mayor actividad
GPX T y GR. Sin embargo, no hay evidencias de estrés oxidativo. Por otra parte, se encontraron
diferencias entre los centros para los biomarcadores de condicidn y estrés estudiados excepto para CAT
(Tabla 1B). Finalmente, después de 30 dias de cultivo no se encontraron diferencias significativas en la
supervivencia entre los grupos Control y LC60 (datos no mostrados).

Tabla 1. Peso seco (mg), TCE (% Peso seco/dia), ARN/ADN, HSP70 (AU/ng proteina), CAT, GPX T,
GPX Se y GR (mU/mg proteina) y MDA (nmol/g tejido fresco) de paralarvas de O. vulgaris cultivadas a
dia 0 y 15 de cultivo en diferentes centros y alimentadas con Artemia enriquecida con fitoplancton
(Control) o fosfolipidos marinos (Marine Lecithin, LC60).

A DIAO
IRTA TF VG
Peso seco 032 + 0.03 a 022 + 0.03 b 032 + 0.02 a
ARN/ADN 998 + 271 a 450 + 081 b 972 = 281 a
HSP70 1891 + 3.68 a 289 * 042 b 386 = 139 b
CAT 337 = 027 ab 243 + 0.65 b 418 + 0.96 a
GPXT 2575 + 0.92 ab 2236 + 471 b 3516 + 6.40 a
GPX Se 1758 = 0.32 a 1175 + 548 b 2768 + 543 a
GR 474 + 079 621 + 190 722 = 201
MDA 1378 + 1.63 ab 2089 + 6.38 a 967 + 198 b
B DIA15
IRTA TF VG Anova 2 vias
Control LC60 Control LC60 Control LC60 Die. Cent. Int.
TCE 43 + 04 50 = 03 40 £ 09 53 + 11 52 = 17 64 £ 08 =
ARN/ADN 163 + 13 171 + 41 81 + 08 69 + 14 118 * 40 131 + 46 *
HSP70 258 + 46 195 £ 93 39 + 10 37 * 28 62 £ 33 24 = 07 *
CAT 99 £+ 33 92 + 23 136 + 29 132 + 28 103 + 10 152 % 5.0
GPXT 276 £+ 05 321 + 40 217 £+ 06 226 + 0.7 323 + 28 371 £ 60 * *
GPX Se 191 + 07 218 + 38 102 + 28 140 + 02 233 + 37 277 £+ 26 * *
GR 54 + 05 58 + 03 32 + 06 48 + 11 29 + 05 45 + 19 * *
MDA 255 + 23 259 +* 09 304 £ 52 301 + 12 209 = 59 175 + 58 *

Datos presentados como media + desviacion estdndar; n=3; Diferentes letras indican diferencias
significativas entre los centros. * Indica diferencias significativas en las variables Dieta y Centro
(p<0.05).
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