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RESUMEN

El pulpo es una de las especies de cefalopodo con mas interés comercial. Asi en la
costa gallega las lonjas nos muestran que durante el 2015 se han extraido
1.769.660,19Kg de pulpo, lo que supone un total de 10.211.476,29€. En base a esto, el
objetivo fundamental del proyecto es obtener méas informacién sobre la posibilidad de

criar pulpos en cautividad, de cara a una mayor produccién en un futuro proximo.

Realizaremos varias pruebas que nos mostraran el efecto de factores como la densidad
de poblacioén y la alimentacion en el crecimiento de los individuos. Veremos también si
recreando las condiciones ambientales de invierno y verano los pulpos se desarrollan
igual en cautividad. Realizaremos también un analisis bioquimico comparativo entre los
individuos salvajes y los individuos en cautividad y estudiaremos la expresion de los

genes de estrés con la realizacion de g-PCRs.

PALABRAS CLAVE: g-PCR, crecimiento, cefal6podo, eurihalina.

RESUMO

O polbo é unha das especies de cefaldpodos con mais interese comercial. Asi, na costa
de Galicia mercados de peixe mostran que en 2015 foron extraidos 1.769.660,19Kg de
polbo, representando un total de 10.211.476,29 €. Con base niso, o obxectivo
fundamental do proxecto € para aprender mais sobre a posibilidade de aumentar o polbo

en catividade, de cara a unha maior producion no futuro préximo.

Imos facer varias probas que amosara o efecto de factores tales como alimentacién ou
densidade poboacional no crecemento dos individuos. Tamén veremos se recreando as
condicions ambientais de inverno e veran se desenvolven do mesmo xeito os polbos en
catividade. Faremos unha andlise biogquimica comparativa entre os individuos salvaxes
e os individuos en catividade e estudaremos a expresidon de xenes de estrés coa

realizacion de Q-PCRs.

PALABRAS CRAVE: g-PCR, crecemento, cefalépodo, eurihalina.



SUMMARY

The octopus is an cephalopod species with more commercial interests. So on the
Galician coast fish markets show that during 2015 have been extracted 1.769.660,19Kg
octopus, representing a total of 10.211.476,29 €. Based on this, the fundamental
objective of the project is to obtain more information about the possibility of raising
octopus in captivity, facing higher production in the near future.

We will make several tests that will show the effect of factors such as population density
and the food in the growth of individuals. We will also see if recreating the environmental
conditions of winter and summer alike develop octopuses in captivity. We will also make
a comparative biochemical analysis between wild individuals and individuals in captivity

and study the expression of stress genes with conducting some g-PCRs.

KEY WORDS: g-PCR, growth, cephalopod, eurihalina.
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1. CONTENIDO DEL PROYECTO: ESTADO DEL TEMA DE INVESTIGACION
PROPUESTO

1.1 Antecedentes

Analizando la historia se puede concluir que el impacto de la especie humana sobre las
especies y ecosistemas a lo largo de cientos de afios es significativo, y que la
sobreexplotacion pesquera es un ejemplo revelador de los nocivos efectos
antropogénicos. Un ejemplo claro es el caso del bacalao en el que podemos ver un
escenario desfavorable de reduccion mostrando disminuciones en la biomasa total y
desovante que alcanzan un 21% y 24% respectivamente, mientras que la biomasa
media vulnerable industrial bordea un porcentaje de reduccion del 18% (Quiroz
Espinosa et al, 2013). La situacién en la que se encuentran los recursos marinos a nivel
mundial, ha hecho que desde todos los ambitos cientificos y organismos internacionales
se reclame un cambio de direccion en la gestion de las pesquerias que priorice el
ecosistema en lugar de las especies objetivo (Farmery et al, 2014), y que conceda un
mayor peso especifico a la educacion y concienciacion en la sociedad. Aunque este
concepto —gestién de las pesquerias basada en el ecosistema — no esta del todo
definido y existe controversia sobre su importancia como verdadera alternativa, los
principios subyacentes son genéricos y estan suficientemente recogidos en el Cédigo
de Conducta para la Pesca Responsable de la FAO de 1995, la Declaracién de
Reykiavik de 2001 o la Cumbre Mundial sobre Desarrollo Sostenible de Johannesburgo
en 2002 (Sinclair y Valdimarsson, 2002 en Otero Villar, J (2007)).

1.2 Situaciéon Actual

A pesar de que cada vez tenemos un mayor conocimiento acerca de la magnitud del
declive de los stocks de diferentes especies tomadas cada una de manera
independiente, la respuesta a la larga de la explotacién de comunidades enteras y el
efecto sobre los ecosistemas todavia es una cuestion abierta y sobre la que se estan
poniendo muchos esfuerzos para mejorar la situacion (Naranjo Tibanlombo, J. 2009).
Esfuerzos que ya han permitido observar que se esta produciendo un descenso en el
nivel tréfico de los animales capturados, tendencia que provocara una reduccién en la
complejidad de las redes tréficas; o el rapido declive de comunidades de grandes
depredadores a lo largo de todos los mares —algunas especies sélo mantienen un 10%
de los niveles preindustriales (Sellman et al, 2015); o la reduccién —hasta nueve veces—

de la biomasa de peces de altos niveles tréficos en el Atlantico Norte desde el afio 1900.
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Ademas, hay otros factores que hacen méas complejo el problema y plantean un futuro
incierto sobre los recursos marinos, como son la sobrecapacidad de las flotas, a la que
se ha llegado en parte por la politica generalizada de subsidios (Sumaila, 2016), los
derechos de pesca (Hilborn et al,2005), el arrastre de fondo (Roberts et al., 2006), la
contaminacién (Thompson et al, 2004), la destruccion de habitats y la eutrofizacion
(Lotze et al, 2006) o la direccion insostenible que a la larga llevan las técnicas de
acuicultura actuales (Sumaila et al, 2016).

Por lo tanto, alcanzar la sostenibilidad de las pesquerias requiere transformar los
procesos de gestion de los recursos. Ello pasa por adoptar varias medidas, entre las
gque cabe destacar: la reduccidon drastica de la presiobn por obtener mayores
rendimientos; el respeto escrupuloso de las medidas de gestion ya adoptadas; introducir
el ecosistema, y a la especie humana como parte del mismo, como base para la gestion;
revisar los derechos de pescay el acceso a los caladeros; aplicar modelos de cogestion;
y considerar tanto el efecto del ambiente como todos los cambios derivados de los
impactos antropogénicos que estan influyendo en las poblaciones —contaminacion y
destruccion del litoral, calentamiento global, etc.-, a fin de hacer que las ‘soluciones’ que

sean buenas para un grupo determinado lo sean también para la sociedad en general.

1.3 Caracteristicas de la especie

El pulpo, Octopus vulgaris (Cuvier 1797), es un molusco cefalépodo marino y carnivoro,
presente en aguas de climas templados y tropicales de todo el mundo. Tiene un elevado
interés comercial como dejan ver los datos del 2015 durante el cual se han extraido
1.769.660,19Kg de pulpo, unos 10.211.476,29€. Esta especie se caracteriza por tener
un cuerpo blando con un cerebro bien desarrollado y ocho brazos, cada uno de los

cuales posee dos filas de ventosas (Naranjo Tinbalombo, 2009).

El pulpo comun, alcanza una longitud dorsal del manto maxima de 400 mm. y 1600 mm
de longitud total. El pulpo adulto, a nivel comercial, puede pesar entre 2 y 3 Kg, aunque
existen datos de individuos de mayor peso, excepcionalmente hasta 10 Kg. El manto es
sacciforme. La abertura paleal es prolongada y sobrepasa los bordes laterales del
cuerpo. Los ocho brazos son robustos en la base y presentan dos filas de ventosas. Los
brazos laterales son los mas largos y el primer par es ligeramente mas corto que los

demas. La ligula es pequefia (2,5% de la longitud del brazo) y en forma de cuchara.
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La piel muestra un reticulado de fondo con 4 manchas blancas, dos entre los ojos y otras
dos debajo de la primera papila dorsal. Es especialmente notable la capacidad de
cambiar radicalmente de color, a veces instantaneamente. (Naranjo Tibanlombo, 2009).

Los cromatoforos se superponen en 4 0 5 capas y sus pigmentos pueden ser amarillos,
anaranjados o rojos, a menudo también pardos y negros. La disposicion de las células
pigmentarias parece ligada a las otras células subyacentes, que pueden provocar
distintos efectos cromaticos segun su estado de contraccion. Se trata de los irid6foros y
los leucdforos, cuyo tamafio no varia. El pulpo sélo posee 65 cromatéforos en estado
larvario, pero a la edad de un afio ya cuenta con 1 o 2 millones. Presenta un mayor

namero de cromatoforos en la superficie dorsal que en la parte ventral.

El sistema nervioso y los 6rganos de los sentidos estan concentrados en la region
cefalica. El pulpo se caracteriza por una visibn muy desarrollada, ya que al contrario de
lo que ocurre en muchos invertebrados, los ojos tienen la misma estructura basica que
los mamiferos: cérnea, iris, cristalino, retina (aunque algo menos compleja) y dos
parpados. La vision se adapta facilmente a los cambios de luminosidad, pero el pulpo
no distingue bien los colores. En cambio, ve con relativa claridad de cerca y de lejos.
Los cristalinos al igual que los cristalinos de los vertebrados, estan constituidos por una
proteina metabdlica protectora de estrés, la enzima glutatina-sulfotransferasa (Naranjo
Tibanlombo, 2009).

Las glandulas 6pticas endocrinas del conducto 6ptico controlan la maduracién de las
gonadas. Las glandulas estan inervadas por el nervio glandular éptico que se origina en
el sistema nervioso central. El sistema circulatorio es cerrado. El corazon arterial se
compone de un ventriculo de donde parten las arterias principales y de dos auriculas
gue reciben la sangre arterial de las branquias. Para producir una presién sanguinea
elevada, la accién del ventriculo esta reforzada por la de dos pequefios corazones
branquiales que bombean sangre al sistema capilar de las branquias. El contenido
acuoso de la sangre del pulpo es de 870 g/Kg de tejido humedo, mientras el tejido sélido
esta entre 720 y 800 g/Kg, excepto para el hepatopancreas que es de 680 g/Kg. El

plasma sanguineo es hiperosmético con relacién al medio marino.

Las branquias transfieren el oxigeno tomado del agua a la circulacién sanguinea y a la
hemocianina, un pigmento de cobre de origen alimentario. La orina es isoosmética. La
excrecion de amonio en esta especie refleja que la acumulacién de amonio en el agua

de mar es debida a una excrecion renal y extra renal.
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Estos animales pueden cambiar de forma muy répida, el color y la textura de su piel.
Pasan gran parte de su vida escondiéndose y muchas especies, como el pulpo comun,
pueden crecer hasta casi 1 m de largo.

Los pulpos, son animales de los fondos por los que se desplazan con ayuda de sus
tentaculos, pero en caso de peligro pueden desplazarse mediante la expulsion de un
chorro de agua a través de la cavidad respiratoria, la cual la pueden orientar en diversas
direcciones. (De la Cruz, 2004). Son animales nocturnos que se ocultan durante el dia
en sus escondrijos. Si no tienen ningun cobijo adecuado cerca, construyen ellos mismos
uno a base de piedras que hallen en el fondo, o bien cerraran la entrada demasiado
expuesta de un agujero. Los pulpos pequefios anidan también, durante el periodo de

cria, en conchas vacias de moluscos bivalvos.

Cuando un pulpo emerge para alimentarse, en general de crustaceos y moluscos
bivalvos, suele atraer a sus victimas moviendo rapidamente la punta de un brazo como
si fuera un gusano. También puede aproximarse deslizandose y precipitarse sobre el
animal, hundiendo su pico en el interior de la envoltura o concha e inyectando un veneno

mortal. (Ramirez, 2004 en Naranjo Tibanlombo, 2009).

En cuanto al ciclo biolégico el desarrollo embrionario posee una duracion variada de 25
a 45 dias dependiendo de la temperatura, una puesta consta generalmente de unos 200

racimos de 6 a 10 cm de longitud, con 750 a 1200 huevos por racimo.

Son organismos dioicos que exhiben un dimorfismo sexual externo, las hembras son
generalmente mayores que los machos y éstos poseen un brazo modificado para la
reproduccion (hectocdtilo), que tiene como funcion la transparencia de los paquetes de
esperma, o0 sea presentan solo reproduccion sexual y fecundacion interna. (Ramirez,
2004 en Naranjo Tibanlombo, 2009). Otra de las diferencias morfol6gicas entre machos
y hembras en la edad adulta, y quizas la mas facil de identificar, es que los machos
poseen unas pocas ventosas de tamafio destacado en los segundos y terceros pares
de brazos, mientras que en las hembras las ventosas son de tamafio mas uniforme a lo

largo de todo el brazo (Trieste, 2011).
Durante la c6pula la hembra mantiene una actitud pasiva, el macho mantiene una corta

distancia de la hembra y extiende el tercer brazo derecho que posee el hectocétilo, para

introducir los espermatoforos en los oviductos distales de la hembra.

10
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En algunos casos el macho se coloca encima de ella cubriendo. La duracion de la copula
puede variar entre 50 a 180 minutos, observandose periodos de reposo y acosamiento
constante del macho hacia la hembra.

Previo a la cépula y durante esta, la cabeza de ambos animales se hincha y se llena de
"verrugas”, cambiando de colores constantemente con tonos rojizos, violeta, marrén y
blanco. (Ramirez, 2004 en Naranjo Tibanlombo, 2009). Las paralarvas son planctonicas
y presentan un fototactismo positivo, ellos mantienen la orientacién del cuerpo en un
angulo agudo con la cabeza hacia abajo. Al eclosionar la talla de la paralarva de Octopus
vulgaris es de 2,2 £ 0,2 mm de longitud total y 0,99 £ 0,2 mm de longitud manto.
(Ramirez, 2004 en Naranjo Tibanlombo, 2009).

Desde un punto de vista nutricional, el pulpo destaca por su altisimo contenido en
minerales, entre los que nos encontramos —sobretodo- con el zinc, un nutriente
fundamental en el mantenimiento de las defensas. Respecto a las vitaminas, aporta
practicamente la misma cantidad de niacina que el pescado azul, un nutriente igual de
fundamental para la produccion de energia. A diferencia de otros mariscos o moluscos,

el pulpo destaca por su bajo contenido en colesterol.

11
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Las propiedades nutricionales se reflejan en la tabla 1 (Moreiras et al, 2013):

Tabla 1: Tabla de composicién nutricional del pulpo coman (Octopus vulgaris)

s
porcién comestible {200 g)
1

Energia (Kcal) 81
Proteinas (g) 10,6 14,7
Lipidos totales (g) 1 1.6
A= saturados (g) 0.21 0.33
AZ monoinsaturadaos (g) 0.14 022
A polinsaturados (g) 0,36 057
w-3 (g) = = 3.3-6.6 2651
C18:2 Llinoleico (w-5) (g) 0.014 0,022 10 a8
Colesterol (mg/1000 kcal) 48 75,8 <300 <230
Hidratos de carbono (g) a 0 375-413 288-314
Fibra (g) 0 0 =35 =25
Agua (@) 88.4 40 28000120000
Calcio (mg) 144 228 1.000 1.000
Hiemo (mg) 1.7 27 10 18
Yodo (pg) 64,0 101 140 110
Magnesio (mg) 28.0 442 350 330
Zinc (mg) 1.7 27 15 15
Sodio (mg) 343 574 <2000 <2000
Potlasio (mg) 230 363 3.500 3.500
Fosforo (mg) 170 269 700 700
Selenio (ug) 44.8 70,8 70 &h
Tiamina (mg) 0,08 013 1.2 0.9
Riboflavina (mg) 0,04 0,06 1.8 1.4
Equivalentes niacina (mg) 3.5 b5 20 15
Vitamina B, (mg) 0,36 057 1.8 1.6
Folatos (pg) 13 205 400 A00
Vitamina B, (ug) 3 47 2 2
Vitamina C (mg) a 0.0 &0 &0
Vitamina A: Eq. Refinol (ug) 70 111 1.000 aoo
Vitamina D (pg) — — 15 15
Vitarmina E (mg) 21 3.3 12 12

Tablkas de Composicion de Almentos. Morairas y col., 2013, (PULPCY). Recomandacionsas: Ingestas Recomendodas/dia para
hombras y mujeres de 20 a 39 afos con una aclividod fitico modenoda. Recomendociones: Objetivos nutricionales/dio
Consensc de la Sociedod Espancla de Nulfricidn Comunitana, 201 1. Recomendacionses: [l Ingestas Dietéficas de Rafarancia
(BFSA, 2000} 0: Virflualmente ausante an &l dimento. —: Dafo no disponible. *Datos incompletos.
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2. CONTENIDO DEL PROYECTO: OBJECTIVOS DEL PROYECTO

En los ultimos afios, Octopus vulgaris se ha convertido en una especie de creciente

interés para la acuicultura debido principalmente a su alto crecimiento y a las tasas de

conversion alimenticia, a los altos precios de mercado y a la creciente demanda.

(Delgado et al, 2011.). Es por esto que vamos a centrar el proyecto en unos objetivos

fundamentales.

1-

2-

Estudio de los efectos de la densidad de poblacién y la alimentacion en el

crecimiento de la especie.

Andlisis de las concentraciones de lipidos, proteinas y metales pesados en

individuos en cautividad frente a individuos salvajes.

Estudio de la expresion de diferentes genes de interés comercial (stress,
desarrollo muscular, sexo, etc.) entre individuos en cautividad e individuos

salvajes.

3. CONTENIDO DEL PROYECTO: INTERES PARA EL AVANCE DEL
CONOCIMIENTO Y DE LA SOCIEDAD

Este proyecto presenta varios puntos clave y de interés desde el punto de vista

socioecondmico:

1-

Conservacion de recursos. El cultivo de pulpos en cautividad propiciara una
reduccion de la captura de pulpos salvajes y por tanto redundara en una

disminucion de la sobrepesca.
Bienestar social. Este aumento de conocimientos va a propiciar un mayor

beneficio econémico al poder cultivar mayor nimero de individuos sin reducir su

calidad.

Investigacion. Podremos obtener individuos de estudio sin tener que recurrir a la

pesca de grandes cantidades de individuos.

13



Raquel Pérez Calvete

4. CONTENIDO DEL PROYECTO: PLAN DE DIFUSION Y EXPLOTACION DE
RESULTADOS

Los resultados obtenidos en este proyecto seran enviados al MINECO (Ministerio de
Economia y Competitividad) y a los Gobiernos Autonémicos de cada comunidad con
zona de mar. Ademas, seran publicados en revistas de indole cientifico, tanto a nivel
escrito como electrénico, y podran ser utilizados por futuros estudiantes en sus TFG u
otros documentos cientificos. También cabe resefiar, dado que se trata de un proyecto
nacional, la posibilidad de contacto con otras universidades y centros de investigacion
interesados. Por otro lado, dada la ubicacion geografica en la que nos encontramos, las
conclusiones del estudio pueden servir como base para trabajos de divulgacion a nivel

de empresas por lo que también seran enviadas a las cofradias de pescadores,

5. VIABILIDAD DEL PROYECTO: METODOLOGIA

Varios experimentos se llevaran a cabo en el periodo 2017-2019. En colaboracion con
el Aquarium Finisterrae de A Corufia que nos cedera sus instalaciones con sistemas de
control adecuados. Como no se han detectado diferencias en el crecimiento entre
hembras y machos la proporcién de sexos por piscina sera 1:1. Ademas controlaremos
el momento de desove revisando periédicamente las piscinas. Para prevenir los efectos
del desove en el crecimiento de las hembras (y consecuentemente en el porcentaje de
crecimiento del experimento en grupo), los refugios seran inspeccionados diariamente.
En caso de detectarse un desove, la hembra y sus huevos seran retirados y sustituidos

por otro individuo de aproximadamente el mismo peso.

Para ajustar los pardmetros de temperatura tendremos en cuenta los valores reales de
los mismos en la costa gallega. Los valores de salinidad siguen un mismo patrén, tanto
en superficie como en el fondo tomando unos valores medios de 30 unidades de
salinidad (psu) en invierno y 35,5 unidades de salinidad (psu) en verano. En el caso de
las temperaturas, sus valores oscilan en superficie de 12°C en invierno a 17°C en
verano, mientras que en el fondo se registran valores entre 12,7°C en invierno a 15°C

en verano (Ballart Consul, 2012).

14
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5.1 Crecimiento del pulpo en verano y en invierno

El crecimiento de Octopus vulgaris se estudiara bajo regimenes de temperatura
diferente, aprovechando el periodo estacional en el que los cambios térmicos ocurririan
si estuviesen en libertad. Hay que tener en cuenta también que el pulpo es una especie
eurihalina, es decir, que soporta un amplio rango de salinidades, aunque no es capaz
de soportar variaciones bruscas de la misma. Acondicionaremos la piscina con piedras
para que los individuos puedan hacer sus refugios y utilizaremos lamparas para

asemejar las condiciones de dia y noche.

Este experimento comprendera dos periodos. Un primer periodo que comprendera de
Junio a Septiembre de 2017 en el que los valores de temperatura y salinidad seran de
15°C y 35 unidades de salinidad respectivamente y un segundo periodo entre Diciembre
de 2017 y Marzo de 2018 en el que pondremos parametros similares a los de invierno,
12°C y 30 unidades de salinidad. En cada piscina colocaremos 30 individuos y en ambos

casos, haremos un control de talla y peso cada 10 dias.

5.2 Efecto de la densidad de cultivo

El experimento empezara en Abril de 2018 y finalizard en Junio del mismo afio.
Utilizaremos un valor de salinidad de 34 psu, un poco por debajo del maximo que se
alcanza en verano y una temperatura de 15°C también por debajo del maximo. Se
utilizaran dos piscinas, en una habra un total de 50 individuos y en la otra el doble, 100
individuos. Colocaremos piedras para que los individuos puedan construir sus refugios
y utilizaremos lamparas para asemejar condiciones de dia y noche. La talla y el peso
seran las medidas de crecimiento de los pulpos. Haremos un registro de las mismas

cada 10 dias.

5.3 Efecto de la alimentacion

Este ultimo experimento de crecimiento mostrara el efecto de la dieta que consumen en
el crecimiento del pulpo. Las fechas de realizacién seran entre Julio de 2018 y Octubre
de ese mismo afo. En este caso utilizaremos dos piscinas con el mismo namero de

individuos, un total de 20 en cada piscina.

En la primera piscina la dieta sera a base de boga (Boops boops) y cangrejo (Carcinus
maenas) en una proporcioén 2:1 en peso. En la segunda piscina la dieta consistira en
mejillones (Mytilidae) y cangrejo (Carcinus maenas) también en una proporcion 2:1 en

peso, teniendo en cuenta la concha de mejillon.

15
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Ambas piscinas tendran piedras para que formen los refugios y lamparas para
establecer condiciones similares al dia y la noche. Registraremos la talla y el peso que
alcanza los individuos de cada piscina cada 10 dias.

5.4 Anédlisis de concentraciones de macromoléculas y compuestos quimicos

Vamos a analizar las concentraciones de estos componentes tanto en los pulpos en
cautividad como en pulpos salvajes capturados en la Costa de Galicia. Se realizaran

andalisis bioquimicos sanguineos para conocer estos datos.

Estas pruebas se realizaran en 6 individuos salvajes y 6 individuos en cautividad, 3
machos y 3 hembras. Lavaremos las muestras con agua destilada y las congelamos a -
80°Cy liofilizaremos. Los analisis bioquimicos se realizaran en el SAl (Servicio de apoyo
a la investigacién) de A Corufia. Para las proteinas usamos el método de Bradford. Los
lipidos totales los extraemos con cloroformo-metanol (2:1), realizdndose la
determinacién cuantitativa por gravimetria en balanza analitica con 0,1mg de precision.
Las clases de lipidos se separaran por cromatografia en capa fina (TLC) y su
cuantificacibon se realizard& por densitometria. Los &cidos grasos, previa
transesterificacion y metilacion a sus ésteres metilicos usando el método de Lepage y

Roy (1986), se analizararan por cromatografia de gases (Moxica et al, 2002).

Para conocer los valores de otros compuestos como hormonas, vitaminas o tdxicos
realizaremos un analisis sanguineo completo con hematologia, coagulacion vy
hemostasia, andlisis de gases y saturacion de oxigeno, determinaciones fisico-quimicas
y serologia y analisis de téxicos. En este caso haremos una extraccién de liquido

realizando una puncion en la parte superior de uno de los brazos del pulpo.
Ademas, para peritar las propiedades organolépticas del producto y en colaboracién con

la Pulpeira de Melide realizaremos una cata a ciegas del producto para comprobar

realmente si hay o no una pérdida de calidad cuando son criados en cautividad.
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5.5 Estudio de la expresion de genes de estrés

Desde el punto de vista genético, es posible que los individuos en cautividad presenten
expresion de genes de estrés en mayor medida que los que viven en libertad. Para
estudiar la expresion de estos genes vamos a realizar varias qPCR con el siguiente
protocolo:

1- Genoteca NGS (Next Generation Secuencing) del transcriptoma

Obtendremos el mRNA total de dos hembras y un macho mediante un kit de extraccion
MasterPure. Generaremos el cDNA mediante retrotranscripcion y normalizaremos las tres
muestras de forma independiente. A continuacion, se realizara la secuenciacion del
transcriptoma mediante una plataforma Ilumina con una profundidad de 10X. Tanto la
preparacion de las muestras como el ensamblaje del transcriptoma se realizara en la

empresa AllGenetics.

2- Establecimiento de los genes de expresién constitutiva

a- Obtencion de muestras

Tomaremos 4 individuos salvajes y 4 individuos en cautividad, dos machos y dos
hembras en cada caso. De cada individuo tomaremos fragmentos de distintos tejidos,
en nuestro caso cerebro, higado, masculo y branquias, y extraeremos el RNA con RNA
later segun el protocolo del fabricante. Sintetizamos el cDNA a través de la transcriptasa

inversa.

b- Andlisis de la expresién de estos genes para saber cuales son de expresion

constitutiva.

Disefiaremos los primers para amplificar fragmentos de 180-200 pares de bases.
Utilizaremos los genes Hsp70, HSF Y HSBP dado que bibliograficamente son los mas

estudiados.
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3- Anadlisis en diferentes condiciones

Nos quedaremos con dos tejidos concretos, musculo y cerebro, y analizaremos la
expresion de los genes de estrés y relacionados con el sexo, asi como aquellos otros
gue sean de interés. Analizaremos 4 individuos salvajes, dos machos y dos hembras,
frente a 4 individuos en cautividad. En el caso de los individuos en cautividad haremos
pruebas con los dos tipos de dietas, asi como con las dos densidades de cultivo.

4- PCRs cuantitativas en tiempo real.

Realizaremos varias PCR para analizar la expresiéon de los genes de estrés, los
relacionados con el sexo y el desarrollo de la musculatura. La PCR se basa en el uso
de una enzima polimerasa termoestable. Durante una PCR, los cambios de temperatura
se utilizan para controlar la actividad de la polimerasa y la unién de cebadores. Después
de la amplificacién de su gen es posible aplicar el ADN amplificado en un gel de agarosa
y tintarlo con un colorante que hace que sea visible. Cuanto mas brillante sea la banda
visible, mas copias de la diana elegida se han creado. En el caso de la PCR en tiempo

real, esta es monitorizada con una camara o detector.

5.6 Analisis estadistico

Para la obtencion de resultados vamos a comprobar varios parametros. En primer lugar,
vamos a anotar la longitud y el peso de cada pulpo y a realizar un test ANOVA para

comprobar si hay diferencias entre las medias de los experimentos y el control.

Dado que ANOVA es un test paramétrico (solo se puede aplicar a datos que estén
distribuidos normalmente y tienen varianzas homogéneas) es necesario comprobar
estas condiciones previamente utilizando el test de Cochran. Una vez hecho este testy
comprobada la homogeneidad de varianzas realizaremos el calculo de ANOVA.

Haremos una tabla ANOVA con los siguientes célculos:

Una vez obtenido F lo comparamos con los valores tabulados. Si este valor es menor
gue los tabulados aceptamos Hoy por tanto no hay diferencias entre las medias de los
experimentos y el control. En caso contrario, es decir el resultado es mayor que el valor

tabulado rechazamos Ho y aceptamos Hs, hay diferencias significativas.
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6. VIABILIDAD DEL PROYECTO: PLAN DE TRABAJO
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7. ESTIMACION PRESUPUESTARIA. DESTINO DE LA AYUDA SOLICITADA

Concepto 2017 2018 2019
Equipamiento cientifico-técnico 7.000€ 8.000€
Material bibliogréfico indispensable

para la realizacion del proyecto 700€ 900€
Material fungible 10.000€ 15.000€ 8.000€
Ayudas de coste por desplazamiento 2.000€ 2.000€

Ayudas para la realizaciéon de estancias

de investigacién 2.500€ 2.500€

Otros gastos* 25.000€ 4.000€ 4.000€
Costes indirectos 0 gastos generales
que reglamentariamente exige la 3.000€ 3.000€ 3.000€

Universidad al grupo solicitante

Subtotal 45.700€ 34.500€ 20.400€

Total 100.600 Euros

Tabla 3: Estimacion presupuestaria.

*Otros gastos: Esta cantidad asciende a 25.000 euros el primer afio ya que hemos de

tener en cuenta la secuenciacion del transcriptoma.

8. IMPLICACIONES ETICAS Y DE BIOSEGURIDAD

La revisidon del proyecto la hara el comité ético de la UDC. En este proyecto utilizaremos
individuos de pulpo que seran capturados en la Lonja de A Corufia. Para su traslado

utilizaremos los compartimentos adecuados.

Las instalaciones que utilizaremos cuentan con sistemas de limpieza, control de
salinidad de temperatura, asi como de la calidad del agua para asegurar el correcto
cuidado de los individuos. En los procesos que requieran extraccién de sangre o toma
de muestras los individuos seran sedados con éter para evitar el sufrimiento. Ademas,
las superficies e instrumental que vayan a entrar en contacto seran esterilizadas vy

desinfectadas con alcohol antes de su uso de acuerdo con la normativa vigente.

La Union Europea publicé en 1986 la Directiva del Consejo 86/609/CEE de 24 de
noviembre, relativa a la aproximacioén de las disposiciones legales, reglamentarias y
administrativas de los Estados miembros respecto a la proteccién de los animales

utilizados para experimentacién y otros fines cientificos. (DOCE L 358).
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Dado que la entonces Comunidad Econémica Europea no tenia competencias para
regular los temas de formacion, en esta Directiva no se incluy6 dentro de su @mbito de
aplicacion el uso de animales con fines de formacion, por lo que para regular esta
utilizacién en la misma fecha se adopté la Resolucion 86/ C 331/02 (DOCE C 331) en la
gue los Estados miembros se comprometen a no utilizar animales en experimentos salvo
para determinados fines y desarrolla las condiciones de utilizacion de los mismos en la

ensefianza y la formacion.

La legislacion espafiola al respecto viene dada por el Real Decreto 1201/2005, de 10 de
octubre, sobre proteccion de los animales utilizados para experimentacion y otros fines
cientificos (BOE n° 252, de 21 de octubre, p. 34367), que traspone y desarrolla la
Directiva 86/609/CEE. Este Real Decreto regula, entre otros aspectos, las condiciones
en que se pueden utilizar animales de experimentacion, el registro de establecimientos
de cria, suministradores y usuarios de animales de experimentacion, los requisitos de
las instalaciones y equipos de los mismos, asi como el factor humano, con especial
hincapié en cual debe ser su formacion, y los materiales que se van a emplear.
Establece asimismo la creaciéon tanto de Comités éticos de bienestar animal en los

centros de titularidad estatal como de la Comision ética estatal de bienestar animal.

9. CONCLUSIONES O HITOS QUE SE PRETENDE ALCANZAR / CONCLUSIONS
OR MILESTONES TO BE ACHIEVED

Con este proyecto se pretende dar un impulso a la investigacién en pulpo comin que

se lleva a cabo en la actualidad en humerosos centros de investigacién. En concreto:

1- Analizar los efectos en el pulpo de los factores de estrés para mejorar la cria en
cautividad, lo que supondra un incremento en el beneficio econémico al aumentar la

produccion.

2- Se avanzara en el conocimiento de los genes presentes en el pulpo con la elaboracién
de la biblioteca NGS. Se estudiara por primera vez el transcriptoma de este molusco y
se analizaran las expresiones de diferentes genes en las distintas condiciones de cultivo

comparandolas con las que se producen en la naturaleza.
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3- Se determinara la composicion bioquimica y las concentraciones de lipidos, proteinas
y metales pesados comparando animales salvajes y animales en cautividad y
analizaremos la expresion de genes de estrés y otros genes de interés tanto en

individuos en cautividad como salvajes.

CONCLUSIONS OU FEITOS QUE SE PRETENDEN ACADAR

Con este proxecto se pretende dar un impulso a investigacion en pulpo comudn que se

leva a cabo na actualidade en numerosos centros de investigacion. En concreto:

1- Analizar os efectos no pulpo dos factores de estrés para mellorar a cria en
cautividade, o que supondra un incremento no beneficio econémico o aumentar a

produccion.

2- Se avanzara no cofiecemento dos xenes presentes no pulpo coa elaboraciéon da
biblioteca NGS. Se estudiara por primera vez o transcriptoma de este molusco e
analizaranse as expresions de diferentes xenes nas distintas condicions de cultivo

comparandoas coas que se producen na natureza.

3- Se determinara a composicion bioquimica e as concentracions de lipidos, proteinas
e metais pesados comparando animales salvaxes e animais en cautividade e
analizaremos a expresion de xenes de estrés e outros xenes de interés tanto en

individuos en cautividade coma salvaxes.

MILESTONES TO BE ACHIEVED

This project aims to boost research in common octopus which takes place today in

numerous research centers. Specific:

1- To analyze the effects on octopus stressors to improve captive breeding, which will

mean an increase in economic benefits by increasing production.
2- Advance knowledge of the genes present in the octopus with the development of the

NGS library. First it is studied the transcriptome of this mollusc and expressions of

different genes in different cconditions comparing with that occur in nature are analyzed.
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3- Biochemical composition and concentrations of lipids, proteins and heavy metals by
comparing wild animals and animals in captivity and analyze the expression of stress

genes and other genes of interest in both captive and wild individuals be determined.
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