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RESUMEN

La necesidad de una mayor produccion de harina de pescado para satisfacer la actual demanda
en el mercado, asi como su elevado coste, ha puesto de manifiesto la necesidad de buscar fuentes
proteicas alternativas mas sostenibles y con mayor disponibilidad. Entre ellas, las fuentes vegetales
como la soja o el gluten de trigo han demostrado ser una opcion viable.

En el presente estudio se abordd esta tematica mediante la realizacion de un ensayo de
sustitucion a largo plazo (196 dias) empleando ejemplares de lubina (Dicentrarchus labrax) y tres
dietas experimentales (FM30, FM15 y FMO0) con diferentes niveles de sustitucion de harina de
pescado por proteinas vegetales. Con este fin, se estudio el crecimiento y la supervivencia y se evalud
el efecto de la eliminacion de la harina de pescado sobre la respuesta inmune e inflamatoria a nivel
intestinal, por tratarse de un 6rgano sensible a la dieta ya que se encuentra en contacto directo con el
alimento ingerido. En este ultimo caso, se empleo la técnica de RT-qPCR para analizar la expresion
relativa de los genes Casp9, TCR B, IL-8, IL-10, TGF B, TNF a, Muc2, Fth y Bact los cuales se
encuentran involucrados a nivel estructural, inflamatorio e/o inmune.

Los resultados mostraron un menor crecimiento y supervivencia del grupo con una sustitucion
total de la harina de pescado (FMO0) asociados a una deficiencia nutricional y un estado
inmunodeprimido. Los resultados del nivel de expresion de los genes Muc2 y Bact, sumado a la
tendencia de TGF B e IL-8, confirmaron el estado de inmunodepresion presente en las lubinas
alimentadas con la dieta FMO y una respuesta inflamatoria en el grupo FM15 con respecto al control
FM30.

Palabras clave: acuicultura, lubina, crecimiento, harina de pescado, materias primas vegetales,
expresion génica, RT-qPCR, inflamacion.



ABSTRACT

The increasing production of fish meal in order to satisfy the current demand as well as the
high production cost has demonstrated the need of looking for more sustainable and available protein
sources. Among them, plant sources such as soybean or gluten wheat seem to be a good option.

The current study has followed this line of discussion by the development of a long-term
substitution assay (196 days) using European sea bass (Dicentrarchus labrax) and three different
experimental diets (FM30, FM15 and FMO0) with variable levels of replacement of fish meal by
vegetable proteins. To evaluate the effects of the diets, different procedures were used such as
monitoring the growth performance and mortality of fish as well as assessment of the immune and
inflammatory response, being the intestine the site of choice because of its sensitivity to diet due to it
is in direct contact with the ingested meal. Regarding the last method, RT-qPCR technique was
selected for analysing the relative gene expression of Casp9, TCR B, IL-8, IL-10, TGF B, TNF a,
Muc2, Fth and Bact which are involved at structural, immune or inflammatory level.

The results showed lower growth performance and survival in the FMO group, the one with the
highest level of fish meal replacement, which has been associated with a nutritional deficiency and an
immunocompromised status. The expression profile of Muc2 and Bact, together with tendency of TGF
3 e IL-8 reinforced this idea and manifest an immune response of the FM15 group in comparison with
the control group FM30.

Key words: aquiculture, European sea bass, growth, fish meal, vegetable sources, gene expression,
RT-qPCR, inflammation.
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1. Introduccion

1.1 Dicentrarchus labrax

La lubina europea o comin (Dicentrarchus labrax, Linnaeus 1758), es una especie
perteneciente a la familia Moronidae, englobada en el orden de los Perciformes e incluida en la
subclase Neopterygii (Figura 1) (Volckaert et al., 2008). Comunmente, la edad comercial contempla
especimenes comprendidos entre 0,25-1,5 kg, llegandose a reportar tamafios maximos de 12 kg y 1,03
m en libertad (Apromar, 2017; Vandeputte et al., 2019; Volckaert et al., 2008).

Figura 1 Imagen de una lubina (FAO, 2016).

D.labrax constituye una especie euriterma capaz de sobrevivir en un amplio rango de
temperaturas (2-32 °C) asi como de concentraciones salinas (eurihalina, 3%o0 — 35%o). En estado
salvaje, su dieta se basa principalmente en pequefios peces, crustaceos o moluscos (Kousoulaki et al.,
2015; Vandeputte et al., 2019; Volckaert et al., 2008), frecuentando zonas costeras, lagunas y estuarios
durante el periodo estival con una posterior migracion hacia aguas mas frias y profundas durante el
periodo invernal. En cuanto a la distribucion geografica, se localiza principalmente en aguas del mar
Mediterraneo, Mar Negro y Océano Atlantico, desde el sur de Noruega hasta finalizar en la parte
occidental del Sahara (Figura 2). Ademds, se ha introducido en los Emiratos Arabes y en Israel
mediante granjas (Haffray et al., 2000; Kousoulaki et al., 2015; Vandeputte et al., 2019).

T

r~ . {

f..

.‘b- !

Faod and Agriculture
! : Organization of the
United Natians

Figura 2 Distribucion geogrdfica D.labrax. En color naranja se representan las zonas con presencia de lubina (FAO, 2005).



Referencias citando a la Iubina puede ser halladas ya en los textos clasicos, sin embargo, no
fue hasta 1970 cuando empezaron a tener lugar los primeros intentos de acuicultura intensiva
empleando ejemplares salvajes jovenes. Se consiguio su reproduccion en cautividad a partir de 1980-
1990 mediante programas de hibridacion, haciendo posible la domesticacion en términos genéticos. En
2016, se estimo que el 50% de las lubinas procedentes de la acuicultura procedian de programas de
hibridacion selectivos. Comparaciones entre estos grupos iniciales y los ejemplares domesticados
muestran que los segundos presentan mayor tolerancia al estrés sin producir diferencias significativas
en el crecimiento o la velocidad de nado (Janssen et al., 2017; Vandeputte et al., 2019; Volckaert et al.,
2008).

En términos econdmicos, la lubina tiene un gran interés comercial, produciéndose tanto
mediante acuicultura como pesca extractiva, siendo su produccion en acuicultura la dominante en los
ultimos 25 afios. En 2016, la produccion de lubina en acuicultura fue de 191003 toneladas (t) a
diferencia de lo producido mediante pesca extractiva que alcanzo6 un valor de 5752 t , lo cual supone
un 97% de la oferta en el mercado (Figura 3) (Haffray et al., 2000; Volckaert et al., 2008).
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Figura 3 Produccion de lubina mediante acuicultura y pesca entre 1950y 2016 (adaptado de FAO 2016).

Asi pues, el consumo de esta especie se encuentra estrechamente ligado a la acuicultura,
siendo la quinta mayor produccion en la UE, la cual aporté unos beneficios de 365 millones de euros
durante el afio 2015 (Apromar, 2017). En la produccion de lubina se pueden distinguir dos fases: la
primera consiste en el empleo de tanques donde las hembras van a tener la capacidad de desovar, una
posterior recoleccion y mantenimiento de los huevos seguido de una segunda fase de cria. Es comun
que esta segunda fase tenga lugar en jaulas marinas, con densidades de entre 10 y 20 kg/m’ (sistema
intensivo). De forma menos frecuente, se emplean sistemas cerrados o sistemas extensivos en paises
como Portugal, Grecia o Egipto (Jerbi et al., 2012; Haffray et al., 2000; Nehr et al., 1996).

Como sistema de produccion, la acuicultura en general tiene la peculiaridad de depender de su
entorno ya que emplea en primera instancia recursos naturales como agua, tierra o nutrientes y los
efluentes producidos son liberados directamente al medio natural, pudiendo llegar a producir
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contaminaciones o cambios en la biodiversidad. Debido a la gran importancia que ha adquirido la
acuicultura en los ultimos afios, es necesario llegar a un equilibrio entre ésta y el entorno (Jerbi et al.,
2012). Adicionalmente, la demanda de las materias primas (harina de pescado y aceite de pescado)
empleadas en la formulacidn de las dietas comerciales se ha incrementado, lo que se relaciona con un
aumento de su coste, pudiendo derivar a largo plazo en una sobreexplotacion de los recursos naturales
(Turchini et al., 2019).

Como consecuencia de éste y otros factores, la acuicultura debe afrontar diversos retos que
pueden llegar a producir una disminucion de la eficiencia de produccion, alimentaciéon y un aumento
de la mortalidad. Diversos estudios han sido capaces de demostrar un incremento de la productividad
gracias a una mejora en la calidad de los piensos asi como cambios en su formulacion (Jerbi et al.,
2012).

La alimentacion comercial de la lubina, al igual que en el resto de las especies carnivoras
producidas en acuicultura, suele estar basada en productos obtenidos mediante extrusion con una
composicién nutricional variable en funcién de sus necesidades. Unicamente en Espafia, se emplearon
121000 t de pienso en 2016, de las cuales un 83,1% fue destinado exclusivamente a la alimentacion de
peces marinos en acuicultura (lubina, dorada, trucha etc.)(Apromar, 2017).

Las necesidades nutricionales de la lubina son las siguientes (Figura 4): (1) niveles elevados
de proteina (45-50% de la dieta), poniendo de manifiesto su naturaleza carnivora (Oliva-Teles, 2000),
(2) aminoacidos (AA) esenciales los cuales se encuentran representados en la Tabla 1, (3) niveles
lipidicos que oscilan entre el 15-18%, con unos minimos de acidos grasos altamente poliinsaturados y
finalmente (4) una porcion que corresponde a vitaminas y minerales (Kousoulaki et al., 2015; Oliva-
Teles, 2000).
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Figura 4 Composicion aproximada de las dietas correspondientes a diversas especies de peces. CHO hace referencia a
carbohidratos mientras que Vit+Min a Vitaminas y Minerales, respectivamente (Oliva-Teles et al., 2015).



Tabla 1 Necesidades de AA esenciales en distintas especies del Mar mediterraneo. Los datos se encuentran expresados en
porcentaje de proteina de la dieta (adaptado de (Tibaldi & Kaushik, 2005)).

Sparus aurata  Dicentrarchus  Pargus major Lateolabrax Sciaenops Seriola
labrax japonicus ocellatus lalandi
Arginina <4)7 3,9-4,6 4,4 5,0 3,4
Lisina 5,0 4,8 4,4 4,1
Met + Cis ! 4,0 4,0 2,9 3,0 3,3
Treonina 2,6 2.3
Triptéfano 0,6 0,5-0,7

'Met y Cis corresponden a los AA Metionina y Cisteina respectivamente

Considerando el hecho de que los peces carnivoros poseen unos requerimientos nutricionales
especificos, ya que necesitan una gran ingesta de proteinas a través de la dieta (40 -55% del total) y
unas necesidades muy especificas de AA y acidos grasos esenciales, que mayormente son
proporcionadas gracias a las harinas y aceites de pescado (FM y FO respectivamente)(Cao et al.,
2015; Oliva-Teles et al., 2015), se llega a la conclusion siguiente: la cantidad de harina y aceite de
pescado disponible actualmente en el mercado internacional es limitada y no supone una via
sostenible, poniéndose de manifiesto la necesidad de investigar nuevas fuentes alternativas capaces de
suplir las necesidades basicas nombradas anteriormente (Geay et al., 2011; Kaushik et al., 2004;
Oliva-Teles, 2000).

El desarrollo de nuevos piensos sostenibles que contengan mezclas de ingredientes vegetales y
animales (sobre todo en el caso de los subproductos), tiene un gran interés en la alimentacion acuicola.
La investigacion en fuentes alternativas estd permitiendo incrementar la alimentacion con aceites y
harinas vegetales, sin embargo, la completa sustitucion de fuentes de pescado en el pienso a largo
plazo suele conllevar respuestas patologicas y empeoramiento de los indices de crecimiento (Borey et
al., 2018). Por ello, el objetivo actual en acuicultura es una alimentacion con ingredientes alternativos
que no empeore la salud de los peces ni la calidad de la carne.

Las fuentes proteicas vegetales han sido estudiadas en numerosas ocasiones por consistir en
fuentes mas baratas y cuya accesibilidad es mayor, sin embargo, su empleo presenta algunas
limitaciones que deben ser consideradas como la carencia de algunos AA esenciales o la presencia de
factores antinutricionales, lo que puede llevar a una disminucion en la ingesta. Para ello, el uso de
atrayentes o probioticos puede producir una mejora en el consumo y en el proceso digestivo (Geay et
al., 2011; Kousoulaki et al., 2015). Entre los potenciales sustituyentes se ha estudiado el gluten de
trigo, por poseer una gran digestibilidad y un alto nivel proteico, a pesar de su precio (Tibaldi et al.,
2003), soja, patata (Lanari et al., 2005) o maiz (Kaushik et al., 2004). Y no solo fuentes vegetales, ya
que hay estudios que se centran en microalgas de la industria de la refineria (Valente et al., 2019),
levaduras (Torrecillas et al., 2015), sangre u otras harinas de fuente animal (Torrecillas et al., 2017)
demostrando la gran variabilidad existente actualmente.



La mayoria de los estudios realizados afirman que una sustitucion parcial de la harina de
pescado por fuentes alternativas no provoca cambios negativos significativos en el comportamiento y
crecimiento de los peces, pero si en caso de producirse una sustitucion total, la cual se relaciona con
un menor crecimiento, eficiencia en la alimentacion y mayor susceptibilidad a infecciones (Geay et al.,
2011; Lanari et al., 2005; Oliva-Teles, 2000; Tibaldi et al., 2003; Torrecillas et al., 2017). Con el
objetivo de entender mejor los efectos que estas sustituciones provocan en lubina diversos tejidos han
sido estudiados, incluyendo higado, musculo y médula espinal (Mourente & Bell, 2006; Silva-Brito et
al., 2019). Sin embargo, el o6rgano estudiado por excelencia ha sido el intestino por tratarse de un
organo en contacto con el alimento ingerido, ademas de encontrarse relacionado de forma directa con
la digestion y absorcion. El impacto que una dieta provoca en un individuo puede ser inferida a través
del estudio de la homeostasis de éste, por encontrase estrechamente relacionado con el estado
inmunoldgico, salud, procesos digestivos etc. (Oliva-Teles et al., 2015; Valente et al., 2019).

1.2  Intestino

El tracto digestivo se divide en cuatro regiones topograficas (Figura 5). La primera estd
formada por la faringe y la boca que son responsables de la adquisicion de los alimentos y su
procesamiento de forma mecanica. A esto le sigue una segunda region que incluye el esofago y el
estomago, donde tiene lugar el comienzo de la digestion mediante procesos quimicos. La continuacion
de la digestion y el proceso de absorcion tienen lugar en el intestino (tercera region) y finalmente la
cuarta compuesta por recto (Wilson & Castro, 2011).

Figura 5 Sistema digestivo lubina comun (vista ventral). Los numeros indican las diferentes partes correspondiendo 1.
Esofago 2. Estomago 3-4. Intestino anterior y posterior 5. Recto (Abelli et al., 1997).

Radialmente el intestino se encuentra formado por cuatro capas concéntricas. (1) Tunica
mucosa: se trata de la capa mas interna formada por epitelio mucoso y envuelto por lamina propia y
tejido vascularizado. (2) Submucosa: forma una capa de tejido conectivo. (3) Tunica muscularis:
capas internas circulares y capas externas longitudinales bien de musculo estriado o liso. (4) Tunica
serosa: presente en las regiones intraperitoneales del tracto gastrointestinal (aquellas partes que se
encuentran suspendidas por el peritoneo) (Figura 6) (Khojasteh, 2012; Wilson & Castro, 2011).
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Figura 6 Capas intestinales (Estruch, 2018a).

A las células epiteliales del intestino se les conoce como enterocitos (enterocyte :Figura 7),
cuyas funciones son la absorcion de diversos nutrientes, el transporte de agua y electrolitos al interior
del organismo, ademads de la secrecion de proteina a la luz intestinal. Presentan una estructura alargada
y estrecha con un nucleo central. La superficie apical de estas células presenta un borde de cepillo
constituido por microvellosidades y un glicocalix, lo que supone aproximadamente el 90% del area
intestinal, encargada de la digestion/absorcion gracias a la presencia de enzimas digestivos y
numerosos transportadores. Adicionalmente, el glicocalix presenta una funcion protectora pues evita la
entrada de microorganismos y cuerpos extrafios. Interpuestas entre las células anteriores se encuentran
las células caliciformes (globet cells en la Figura 7), las células mas abundantes en el intestino de los
peces y caracterizadas por su forma de copa. Sintetizan mucinas acidas, neutrales y sulfatadas,
componente esencial del moco intestinal. Adicionalmente, se ha sugerido que el entorno guarda
relacion con la calidad del moco, lo que afectaria directamente a la funcidn del tracto digestivo. Otras
células presentes son las enteroendocrinas (enteroendocrine cell; Figura 7) relacionadas con la
secrecion de hormonas y otros péptidos, y finalmente células embrionarias intestinales, esenciales en
el mantenimiento del epitelio ya que este necesita ser renovado con frecuencia (Khojasteh, 2012;
Lokka & Koppang, 2016; Ferrufino et al., 1996).
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Figura 7 Tipos celulares presentes en el epitelio intestinal (Estruch,2018a).

El moco gastrointestinal se encuentra constituido principalmente por glicoproteinas, formando
un sistema muy complejo con las células epiteliales, asi como inmunes y la microbiota endégena.
Juega un papel fundamental como primera linea fisica de defensa, evitando la colonizacion por parte
de agentes externos (Goémez & Balcazar, 2008) gracias a su contenido rico en citocinas, péptidos,
lisozimas, lectinas, proteasas, anticuerpos, lipoproteinas, sistema complemento y mucinas (Torrecillas
et al., 2013). Las mucinas son proteinas altamente glicosiladas que constituyen la gran parte del moco.
Entre ellas se pueden considerar dos grupos, en primer lugar, las mucinas transmembrana, Mucl,
Muc3, Mucl2 y Mucl7, localizadas en las microvellosidades de los enterocitos como parte del
glicocalix y las mucinas presentes en forma de geles, principalmente Muc2, que forman polimeros
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encargados de la proteccion y lubricacion de tracto gastrointestinal (Johansson et al., 2013).
Fluctuaciones en la composicion de la mucina ademas de la cantidad han sido documentadas después
de que los peces fuesen alimentados empleando fuentes proteicas alternativas (Lekka & Koppang,
2016) o como consecuencia de enfermedades (Johansson et al., 2013; Pérez-Sanchez et al., 2013) lo
que puede influir considerablemente en el moco secretado.

La busqueda la microbiota presente en el intestino de los peces empezo6 a mediados del siglo
XX, la cual ha adquirido una gran importancia recientemente como consecuencia de la expansion de la
acuicultura, demostrando que cambios en la dieta producen una alteracion la microbiota. La
colonizacion bacteriana tiene lugar durante la etapa larvaria por las bacterias presentes en los huevos,
el agua y la alimentacion sugiriendo que las especies dominantes corresponden a Cytophaga,,
Flavobacterium,y Pseudomonas (Carda-Dieguez et al., 2014). La flora intestinal se clasifica en dos
grupos principales, autoctonos si se encuentran asociados con las microvellosidades o bien han sido
capaces de colonizar el tejido, y transitorios cuando se pueden encontrar en el lumen o en la dieta
(Ringg et al., 2016).

La microbiota de los peces es muy variable, pudiendo estar presentes bacterias, arqueas, virus,
hongos, levaduras y protistas, siendo las bacterias las mas frecuentes (Egerton et al., 2018). Una
secuenciacion 454 reveld la presencia de bacterias de la familia Porphyromonadaceae,
Propionibacteriaceae, Leuconostocaceae, Lactobacillaceae, Bradhyrhizobiaceae y Streptococcaceae
como principales colonizadoras del intestino en lubinas de criadero (Carda-Dieguez et al., 2014). La
microbiota intestinal se encuentra estrechamente relacionado con la digestion (obtencion de energia
gracias a regulacion en la expresion de genes digestivos especificos o presencia de enzimas),
produccion de AA esenciales, asi como de factores antimicrobionanos que van a evitar la colonizacion
por parte de patogenos, ademas de competicion mediante el uso de mecanismos excluyentes.
Adicionalmente, interviene en la modulacion del sistema inmune (desarrollo y maduracion), y por
tanto, en el bienestar de los peces (Ghanbari et al., 2015; Gomez & Balcazar, 2008).

Diversos factores pueden influenciar el origen y la composicion de la microbiota intestinal en
peces como por ejemplo el estrés, factores ambientales, genética, anatomia, estado de salud, estacion
del afio, region (Figura 8) etc. (Gatesoupe et al., 2016; Ringg et al., 2016). Es necesario destacar que
los cambios en la dieta también son responsables de dichas alteraciones, tal y como se ha demostrado
en numerosos estudios (Gatesoupe et al., 2016; Ghanbari et al., 2015; Ringe et al., 2016; Romero et
al., 2014). Entre ellos, la sustitucion de la harina de pescado por fuentes proteicas alternativas suele ser
bastante frecuente (Estruch, 2018a). Las posibles consecuencias hacen referencia a cambios en la
diversidad de la poblacion ademas de fluctuaciones en el nimero total de células viables, lo que podria
facilitar la colonizacion de microorganismos patogénicos y cambios en la defensa inmunitaria al
producir un incremento de los AA presentes de forma sistémica (Egerton et al., 2018; Romero et al.,
2014).
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Figura 8 Efecto de factores bidticos y abioticos en la microbiota y el huésped (Ghanbari et al., 2015).

Los teledsteos poseen un sistema inmune similar a otros vertebrados. Su organizacion
anatomica abarca el timo, bazo y rifién, asi como el tejido linfoide asociado a mucosas (MALT), entre
los que se encuentra el tejido linfoide asociado al intestino (GALT), cuya funcion recae en mantener la
tolerancia a la microbiota a la vez que reacciona frente a organismos o sustancias externas (Ringe et
al., 2016; Scapigliati et al., 2002). Dos elementos deben ser considerados en el siguiente apartado: por
un lado, la inmunidad innata y por otro la inmunidad adaptativa, considerando en ambos tanto
elementos humorales como celulares.

Inmunidad innata

Hace referencia a una respuesta inespecifica pero rapida. La primera linea de defensa frente a
sustancias externas corresponde a las barreras epiteliales formadas por dermis, moco, epidermis,
ademas la microbiota presente en estos tejidos, los cuales contienen componentes activos (anticuerpos,
lisozimas y lectinas entre otros). Si estas barreras son superadas y se produce una entrada en el
hospedador tiene lugar un proceso de inflamacion, ya que la herida debe ser reparada y la homeostasis
recuperada. Como consecuencia, se van a activar un conjunto de mecanismos tanto celulares como
humorales (Tabla 2) (Machado et al., 2018; Ringg et al., 2016).

Tabla 2 Componentes de la inmunidad humoral (adaptado de Gomez & Balcazar, 2008; Gomez et al., 2013)).

Elemento Funcién
Péptidos antimicrobianos Antimicrobianas, antifingicas y antivirales
Lisozima Hidrolisis de los peptidoglicanos presentes en la pared bacteriana
Complemento Produccion de mediadores mediante una cascada que derivan en

lisis celular u activacion de mediadores inflamatorios

Transferrina Eliminacién del hierro del tejido dafiado durante la inflamacion
Interferones Activacion de NK, aumento de moléculas MHC clase I !
Lectinas Activacion del Complemento
Anticuerpos naturales Reconocimiento de antigenos

INK hace referencia a células Natural Killer mientras que MHC abrevia el Complejo Mayor de Histocompatibilidad



Por otro lado, los principales responsables de la inmunidad celular son: las células Natural
Killer (NK), mastocitos, eosin6filos, basofilos y células fagociticas (macrofagos, neutrofilos y células
dendriticas (DC)) presentes de forma relevante en la mucosa, ademas de los enterocitos, los cuales
interaccionan de forma directa con la microbiota mediante receptores toll-like, nod-like o lectinas
(Gomez et al., 2013).

Una comunicacién efectiva entre el sistema inmune innato y adaptativo tiene lugar mediante la
produccion de mensajeros, adhesion de moléculas y contacto celular. Las moléculas encargadas de que
estos procesos tengan lugar reciben el nombre de citocinas (Goémez & Balcazar, 2007). Estas se
subdividen en tres categorias diferentes (1) citocinas reguladoras de la respuesta inmune innata siendo
las mas comunes IL-1B, IL-18 y TNF a (citocinas pro-inflamatorias) (2) citocinas reguladoras de la
inmunidad adaptativa donde localizamos IL-2, IL-10 o TGF B cuya funcion es reguladora (E1 Aamri et
al., 2015; Rimoldi et al., 2016; Ringe et al., 2016) y finalmente (3) citocinas relacionadas con la
regulacion de la hematopoyesis (El Aamri et al., 2015).

Inmunidad adaptativa

Los elementos mas relevantes de la inmunidad adaptativa humoral son las inmunoglobulinas
(Igs) contabilizandose en teledsteos solamente tres clases, 1gM, IgD y IgT. Por otro lado, la
inmunidad adaptativa celular engloba las células B, encargadas del reconocimiento de antigenos y la
produccion de Ig y las células T relacionadas con la tolerancia y la inmunidad. Se consideran
diferentes subpoblaciones de células T (citotoxicas, Thl, Th2, T reguladoras y Th17), cada cual con
una funcidn especifica (Gomez et al., 2013; Scapigliati et al., 2002).

El uso de niveles elevados de fuentes proteicas vegetales puede inducir una situacion de estrés,
desencadenando una respuesta inflamatoria o inmunitaria en el organismo (Figura 9) asi como una
mayor susceptibilidad a infecciones, debido a cambios en la microbiota, dafio celular o del moco entre
otros (Ringe et al., 2016). Una mayor sustitucion de la dieta por fuentes vegetales se relaciona con un
aumento de la cantidad de carbohidratos, los cuales no son capaces de ser metabolizados
correctamente por la lubina, al tratarse de una especie carnivora (Machado et al., 2019; Clements &
Raubenheimer, 2006). Ademas, normalmente presentan el inconveniente de carecer de AA esenciales,
lo que implica que se deben afiadir de forma sintética (Rimoldi et al., 2016). El impacto que estos
factores estresantes producen en el sistema inmune va a depender del nivel de sustitucion y la
duracion. Situaciones de estrés prolongado o cronico se han relacionado con un mayor agotamiento
energético y por ende, una inmunodepresion (Figura 9) (Tort, 2011). Diferentes investigaciones se han
realizado en este campo con el objetivo de conocer con mas detalles como la sustitucion con fuentes
vegetales y la adicion de AA sintéticos afecta a la salud de estos peces (Geay et al., 2011; Machado et
al., 2015; 2018; 2019; Rimoldi et al., 2016; Torrecillas et al., 2015).
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Figura 9 Efectos de diferentes tipos de estrés en la inmunidad innata y adaptativa (Tort, 2011).

1.3  Técnicas empleadas para el estudio de la salud intestinal en ensayos de
sustitucion

Inicialmente, la evaluacion del efecto de las sustituciones de la harina de pescado era
establecida mediante parametros como el crecimiento, la digestibilidad, tasa de alimentacion o
eficiencia de retencion de aminoacidos (Kaushik et al., 2004; Mourente & Bell, 2006; Tibaldi et al.,
2003). En el estudio del intestino, la histologia ha sido considerada un indicador de la salud
nutricional, por ser el intestino, como ya se ha comentado, un o6rgano fundamental en el proceso de
digestion (Raskovic et al., 2011). Sin embargo, el crecimiento y la salud intestinal asociadas a estas
sustituciones constituye un proceso complejo que necesita ser abordado desde un punto de vista
multidisciplinar, con el objetivo de entender con mas detalle como se relacionan todos estos factores
(Rodrigues et al., 2012). Con este planteamiento han sido llevados a cabo estudios desde un punto de
vista inmunoldgico, la microbiota, enzimas proteoliticos, resistencia a niveles de estrés o medicion de
diversos parametros en plasma (Geay et al., 2011; Machado et al., 2019; Valente et al., 2019;
Torrecillas et al., 2017).

Para ello, la RT-qPCR (reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa a tiempo real) ha sido
elegida con bastante frecuencia debido a su capacidad de amplificacion y cuantificacion a tiempo real.
El proceso tiene lugar en un termociclador capaz de medir fluorescencia, la cual va a ser detectada
durante la fase exponencial de cada ciclo de PCR (VanGuilder et al., 2008). Se trata de un tipo de
analisis muy sensible y preciso que puede ser utilizado cuando la cantidad de muestra es pequeiia.
Ademas tiene la ventaja de no necesitar ningin analisis posterior, evitando la posible contaminacion
cruzada que pueda tener lugar (Giulietti et al., 2001; Klein, 2002).
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Recientemente, las tecnologias —o6micas han adquirido una importancia considerable
permitiéndonos secuenciar el genoma de interés en un tiempo corto y con un coste considerable. En
este grupo se incluyen la protedmica (estudio de proteinas), metabolémica (estudio de los
metabolitos), metagendmica (estudio del genoma de los microorganismos), nutrigenémica (interaccion
entre la genética y la nutricién) y transcriptomica (estudio del RNA). Todas ellas permiten una
evaluacion a nivel global en un punto concreto de la regulacion celular (Lokman & Symonds, 2014;
Munguia-Fragozo et al., 2015; Rodrigues et al., 2012). En relacion al empleo de este tipo de técnicas
para estudiar diferentes niveles sustitutivos, segin la bibliografia encontrada, la mas empleada
corresponde a la transcripomica (Carnevali et al., 2006; Hakim et al., 2009; Machado et al., 2019;
Torrecillas et al., 2015; Tovar-Ramirez et al., 2010) y en menor medida, la protedémica también ha sido
empleada con este fin (Geay et al., 2011; Morais et al., 2012).
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2. Justificacion y objetivos

La lubina constituye una especie carnivora cuya produccion en acuicultura esta dejando de ser
sostenible y viable econdmicamente como consecuencia del gran volumen de harina y aceite de
pescado empleados para su alimentacion. Como consecuencia, la industria acuicola opta por el estudio
de nuevas fuentes proteicas alternativas economicas, accesibles y sostenibles. Entre las multiples
alternativas, se ha sugerido que las fuentes proteicas vegetales (soja, maiz, guisante, girasol) satisfacen
gran parte de los requerimientos, como se ha demostrado en diversos trabajos nombrados
anteriormente, los cuales se basan principalmente en sustituciones parciales. Sin embargo, una
sustitucion excesiva se relaciona con un menor crecimiento, menor apetito y una deficiencia en el
estado inmunitario.

Una de las vias mas eficaces para estudiar los efectos de estas dietas sobre el crecimiento y la
salud de los peces se centra en el analisis a nivel intestinal, por constituir uno de los principales
organos en contacto directo con el medio y la alimentacion a la vez que se encuentra involucrado en la
inmunidad, digestibilidad y absorcion por parte del animal.

Asi pues, el objetivo global de este trabajo consiste en caracterizar, mediante un estudio a
largo plazo, los efectos producidos a nivel intestinal en lubinas alimentadas con piensos con altos
niveles de sustitucion de harina de pescado por proteinas vegetales.

Por otro lado, los objetivos especificos del estudio se basan en:

e Estudiar el efecto de la dieta sobre genes involucrados en la respuesta inflamatoria, inmune e
integridad celular.

e (Caracterizar el impacto, a nivel de expresion génica, que provocan una sustitucion total y
parcial de harina de pescado.

e Determinar la salud intestinal de las lubinas basandose en los datos de expresion
correspondientes a los genes nombrados previamente.

e Establecer la relacion existente entre los parametros de crecimiento y supervivencia, los
niveles de expresion y la dieta empleada.
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3. Materiales y métodos

3.1  Aspectos €ticos

El protocolo experimental utilizado fue revisado y aceptado por el Comité de Etica y Bienestar
Animal de la Universitat Politécnica de Valéncia (UPV) y sigue las normas recogidas en el Real
Decreto 53/2013 asi como en la Directiva Europea 2010/63 / UE sobre la proteccion de los animales
utilizados para la investigacion cientifica a fin de intentar minimizar el sufrimiento producido en estos.

3.2 Disefio experimental

El presente experimento fue llevado a cabo en las instalaciones de acuicultura del
Departamento de Ciencia Animal en la UPV. Estas instalaciones presentan un sistema de recirculacion
de agua marina (75 m® de capacidad). En total se emplearon 9 tanques cilindricos con una capacidad
individual de 1750 L. Las condiciones de temperatura y oxigeno disuelto se controlaron diariamente
(oximetro portatil o sonda OxyGuard Handy Polaris), mientras que dos veces por semana se midieron
la salinidad (refractometro, Hanna Instruments), el pH (tiras de papel tornasol) y los compuestos
nitrogenados procedentes del metabolismo proteico, amonio, nitritos y nitratos (test colorimetro
MERCK). Los valores medios registrados durante el experimento se indican en la Tabla 3. El
fotoperiodo fue natural y todos los tanques presentaban condiciones similares de iluminacion.

Tabla 3 Valores medios correspondientes a los parametros fisico-quimicos del agua durante el periodo experimental.

Temperatura (°C) 21,53
Oxigeno (mg/L) 7,62
pH 7,02
Salinidad (%o) 16,15
Amonio (mg/L) 0,18
Nitritos (mg/L) 0,25
Nitratos (mg/L) 92,32

Se emplearon 450 ejemplares de Dicentrarchus labrax con origen en la piscifactoria de
Sonrionansa (Cantabria) y con un peso medio inicial de 40 g. Antes de iniciar el experimento, los
peces fueron aclimatados a las nuevas condiciones durante dos semanas, alimentandose durante este
periodo con un pienso comercial. Las lubinas fueron distribuidas aleatoriamente en 9 tanques (50
individuos/tanque) y fueron alimentadas con 3 dietas experimentales con diferentes niveles de
sustitucion de harina de pescado (3 tanques/dieta). El pienso se administraba de manera manual hasta
la saciedad repartido en dos tomas al dia (9:00 h y 14:00h), seis dias a la semana. El experimento tuvo
una duracién total de 196 dias (mayo 2018 — diciembre 2018) y finalizé cuando las lubinas alcanzaron
un peso comercial de aproximadamente 350 g.
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Las dietas experimentales empleadas en el estudio se elaboraron en la fabrica de piensos del
Departamento de Ciencia Animal mediante un proceso de coccion-extrusion con un extruder semi-
industrial (Clextal BC-45, Firminy, St Etienne, France). Las condiciones del proceso fueron las
siguientes: 100 revoluciones/ minuto correspondiente a la velocidad angular, 40-50 atmosferas y 100-
110 °C.

Se formularon tres piensos isoprotéicos (45% proteina bruta) e isolipidicos (18% grasa bruta)
con diferentes niveles de sustitucion de harina de pescado: FM30 o pienso control (30% de harina de
pescado que corresponde a un nivel similar al empleado de forma comercial), FM15 (15% de harina
de pescado) y FMO (sin harina de pescado) (Tabla 4). La proteina de la harina de pescado no
incorporada a la dieta fue sustituida por fuentes proteicas vegetales, formadas por una mezcla de trigo,
gluten de trigo y turtd de soja. El volumen de aceite de pescado se increment6 a medida que decrecia
la cantidad de FM y se adicionaron AA esenciales con el objetivo de cubrir las necesidades basicas de
la especie (Tibaldi & Kaushik, 2005) (Tabla 4) (Tabla 5)

Tabla 4 Ingredientes y composicion aproximada de las dietas experimentales.

Dietas experimentales

Materias primas (g kg?) FM 30 FM15 FMO
Harina de pescado 300 150 0
Mezcla vegetal

Trigo 179 154 127

Gluten de trigo 122 213 303

Soja 218 248 277
Aceite de soja 72 72 72
Aceite de pescado 71 84 97
Fosfato de Calcio 20 41 62
Taurina 5 10 20
Metionina 3 6 8
Lisina 0 7 14
Arginina 0 5 10
Vitaminas y minerales ' 10 10 10
Composicion proximal (% en peso himedo)
Materia seca 91,83 92,26 92,98
Proteina bruta 47,24 48,17 46,77
Grasa bruta 17,45 17,17 17,67
Cenizas 9,09 8,36 7,87

! Contiene: colina, 10 g; DL-a-tocoferol, 5 g; acido ascorbico, 5 g; (PO4)2Ca3, 5 g; y una pre-mezcla, 25
g g. Esta premezcla contiene por kg: acetato de retinol, 1000000 UI; calcipherol, 500 UI; DL-a-tocoferol,
10 g; menadiona sodio bisulfito, 0,8 g; hidroclorhidrato de tiamina, 2,3 g; riboflavina, 2.3 g; clorhidrato
de piridoxina, 15 g; cianocobalamina, 25 mg; nicotinamida, 15 g; acido pantoténico, 6 g; acido fdlico,
0.65 g; biotina, 0,07 g; acido ascorbico, 75 g; inositol, 15 g; betaina, 100 g; polipéptidos 12 g.
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Tabla 5 Composicion aminoacidica de las dietas experimentales representadas en g 100g™ de materia seca.

Dietas experimentales

FM 30 FM 15 FM 0
AAE (g 100g%) !
Arginina 3,39 3,86 3,58
Histidina 1 0,81 0,81
Isoleucina 1,47 1,24 1,08
Leucina 3,24 3,11 2,45
Lisina 3,68 2,78 2,38
Metionina 1,16 1,06 1,05
Fenilalanina 1,8 1,78 1,76
Treonina 1,98 1,5 1,28
Valina 2,01 1,6 1,32
AANE (g 100g?) 2
Alanina 2,74 2,14 1,66
Aspartato 4,29 3,68 3,09
Cisteina 0,61 0,62 0,67
Glutamina 7,64 9,66 10,86
Glicina 2,44 2,28 2,09
Prolina 2.3 2,72 3,49
Serina 2,11 1,96 1,87
Tirosina 1,5 1,02 1,02

I AAE: Amino4cidos esenciales; 2 AANE: Amino4cidos no esenciales

Mensualmente se registrd el peso de los peces de forma grupal (2-6 peces)(Figura 10). Sin
embargo, al inicio y al final del experimento el peso se registré de forma individual. Siguiendo los
criterios establecidos para el bienestar animal, se empled una solucién de aceite de clavo con un 87%
de eugenol (Guinama ®, Espafia) a modo de anestesia (150 mg/L de agua). Una vez realizado el
pesaje, los peces eran devueltos a sus respectivos tanques.

Adicionalmente, durante todo el experimento, los gramos de comida ingerida fueron
controlados de forma diaria, ademas las bajas diarias eran eliminadas del tanque y su peso anotado en
el estadillo de ingestas.

Con toda esta informacion se calcularon los siguientes parametros de crecimiento y eficiencia
nutritiva, a partir de las siguientes ecuaciones:

Tasa de crecimiento instantaneo (TCI) (% /dia)

100 - In (Peso medio final/Peso medio inicial)

TCI =
Tiempo (dias)
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Tasa de alimentacion diaria (TAD) (g/ 100g de pez y dia)

100 - Ingesta total (g)

TAD =
Biomasa media (g) - Tiempo (dias)

Indice de conversion del alimento (ICA)

Ingesta total (g)

ICA =
ABiomasa (g)

Al finalizar el experimento, los peces fueron anestesiados mediante una disolucioén de aceite
de clavo y agua (1mg/100mL de agua) y posteriormente decapitados. A continuacion, con el objetivo
de determinar la expresion génica en el tracto intestinal, se tomaron muestras de un total de 27 peces
(3 peces/tanque; 9 peces por tratamiento). Concretamente, se tomo una seccion del intestino posterior
(IP) por cada pez que fue introducida inmediatamente en una solucién de RNAlater (Qiagen, Espaiia)
(Figura 10). Dichas muestras fueron almacenadas a una temperatura de 4°C durante 24h y
posteriormente a -20 °C hasta su procesado para el analisis de expresion génica.

Supervivencia whe @ aﬁ Ea ] Crecimiento
EM 30 FM 15 EM 0 |
l | [ i
iy ol <l 1 I
- = = 1
®x 09 %9 %9 . I
. 4
Intestino
: )
Anterior Posterior
! RT-gPCR
i RNA cDNA pgeesmaveaiaees
""—‘A ey l‘-—_;
= = =

Figura 10 Representacion esquematizada del ensayo experimental.

3.3  Expresion génica

Se extrajo el acido ribonucleico total (tRNA) de los tejidos de la seccion posterior del intestino
mediante extraccion tradicional de fenol/cloroformo, utilizando el reactivo TRIzol (Invitrogen,
Espafia), y luego se tratd con Dnase I usando el kit DNase I recombinant, RNase-free (Roche,
Alemania), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La concentracion, calidad e integridad del
RNA total se evaluaron con un espectrofotometro NanoDrop 2000C (Fisher Scientific SL, Espana).
Solo las muestras que obtuvieron un ratio de absorbancia A260/280 entre 1,8 - 2 y A260/230 mayor de
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2, fueron incluidos en el analisis. Las muestras de tRNA se almacenaron a -80 °C hasta la etapa de
sintesis de acido desoxirribonucleico complementario (cDNA), para evitar la degradacion del tRNA.

Posteriormente, se sintetizd el cDNA (Figura 10) a partir de 1 ug de tRNA usando el kit
gScript Flex cDNA (Quanta BioScience), de acuerdo con las instrucciones del fabricante y, utilizando
el termociclador Applied Biosystems 2720. Las condiciones del termociclador fueron de 22 °C durante
5 min, 42 °C durante 30 min y 85 °C durante 5 min. Una vez obtenido el cDNA se almacené a -20 °C
hasta que se analizd la expresion génica.

Seleccion de los genes de referencia v diferenciales

Basandose en estudios anteriores (Mitter et al., 2009; Torrecillas et al., 2015), se seleccionaron
tres genes como candidatos a genes de referencia (Tabla 6): Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GADPH), Elongation factor la (EFla) vy Beta actin (Pact). La estabilidad de
expresion en los diferentes grupos experimentales para la seleccion del gen de referencia se realizo
mediante el programa BestKeeper (Pfaffl et al., 2004). Valores con una desviacion estandar menor de
1, se consideran genes lo suficientemente estables para ser utilizados como genes de referencia.

Adicionalmente, 16 genes diferenciales (Tabla 6) fueron analizados mediante RT-qPCR
teniendo en cuenta su relevancia biologica en los procesos de inflamacion y respuesta inmune. En
primer lugar, interleukin 18 (IL-1B), interleukin 8 (IL-8), interleukin 6 (1L-6) e interleukin 10 (IL-10)
son citocinas que desempefan funciones clave en la inflamacion y regulan la respuesta inmune
(Couper et al., 2008; Oliveira et al., 2013; Zou & Secombes, 2016). El transforming growth factor
(TGF B), tumor necrosis factor alpha (TNF o) y ciclooxigenase 2 (COX2) actuan también como
moléculas pro-inflamatorias, relevantes como marcadores de inflamacion (Zou & Secombes, 2016).
Los genes caspase 3 (Casp3) y caspase 9 (Casp9) se seleccionaron debido a su papel en procesos de
apoptosis en situaciones de estrés (Reis et al., 2007; Takle & Andersen, 2007). La mucina 2 (Muc2) es
una proteina estructural que forma parte del moco y cuya funcién se basa en la proteccion del epitelio
intestinal (Dharmani et al., 2009). Formando parte de la inmunidad adaptativa se consideraron el
receptor de células T (TCR PB) y los co-receptores de células T (CD4 y CDS8a) asi como la
inmunoglobulina (Ig) la cual actia como anticuerpo (Miceli & Parnes, 1993). Finalmente, la ferritina
(Fth) y la transferrina (Trf) encargadas del almacenamiento y transporte de hierro respectivamente,
presentan una posible relacion con la respuesta inmune (Neves et al., 2009).

Con el fin de realizar una seleccion de los genes mas afectados por las condiciones
experimentales, se realizd un test de expresion genética preliminar empleando los mismos pools que
para los genes de referencia. Basandose en parametros tales como su funcion y potenciales diferencias
de umbral de ciclo (Ct) entre dieta y niveles de expresion se seleccionaron los genes candidatos que se
emplearon posteriormente en los analisis de expresion individualizados.
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Tabla 6 Secuencias de los primers correspondientes a los genes candidatos (de referencia y diferenciales) empleados en el
analisis de RT-gPCR.

Gen GenBank Primer Forward (5°-3”) Primer Reverse (5°-3%) Referencia
ID
Genes diferenciales
Casp3 DQ345773 CTGATTTGGATCCAGGCATT CGGTCGTAGTGTTCCTCCAT Torrecillas et al., 2015
Caspg DQ345775 GGCAGGACTCGACGAGATAG CTCGCTCTGAGGAGCAAACT Torrecillas et al., 2015
CD4 AM491135 GTGATAACGCTGAAGATCGAGCC GAGGTGTGTCATCTTCCGTTG Boschi et al., 2011
CDSuq. AJB46849 CCACTGCATGCGCCGGTGAGG GTGGACGTCGACTTAAACGTG Boschi et al., 2011
cOox?2 AJ630649 CATTCTTTGCCCAGCACTTCACC AGCTTGCCATCCTTGAAGAGTC Torrecillas et al., 2015
Fth FJ197144 AACCATGAGTTCTCAGGTGAG TTAGCTGCTCTCTTTGCCCAG Neves et al., 2009
Ig AJ400233 GAGCTGCAGGAGGACAGTG TCAGACTGGCCTCACAGCT Torrecillas et al., 2015
1L-10 AM268529 ACCCCGTTCGCTTGCCA CATCTGGTGACATCACTC Buonocore et al., 2007
Torrecillas et al., 2015
IL-IB AJ537421 ATTACCCACCACCCACTGAC TCTCTTCCACTATGCTCTCCAG Torrecillas et al., 2015
1L-6 AM490062 ACTTCCAAAACATGCCCTGA CCGCTGGTCAGTCTAAGGAG Torrecillas et al., 2015
1L-8 AM490063 GTCTGAGAAGCCTGGGAGTG GCAATGGGAGTTAGCAGGAA Torrecillas et al., 2015
Muc2 Fasta TCCATTTCCACCTACAACACAG CATACTACAACGCAGGCGTA Terova et al., 2016
TCR B AJ493441 GACGGACGAAGCTGCCCA TGGCAGCCTGTGTGATCTTCA Torrecillas et al., 2015
TGF B AM421619 GACCTGGGATGGAAGTGG CAGCTGCTCCACCTTGTG Torrecillas et al., 2015
TNF q DQ200910 ACAGCGGATATGGACGGTG GCCAAGCAAACAGCAGGAC Torrecillas et al., 2015
Trf FJ197145 CAACAGTATGGGTGCTGACG ACTGGCAGAGCACTTGGACT Neves et al., 2009
Genes de referencia
EFla AJ866727 GCTTCGAGGAAATCACCAAG CAACCTTCCATCCCTTGAAC Tovar-Ramirez et al., 2010
GADPH AY863148 GTGCCAGCCAGAACATCAT TGTCGTCATATTTGGCGGGTTTC Mitter et al., 2009
Bact AJ269472 ATGTGGATCAGCAAGCAGG AGAAATGTGTGGTGTGGTCG Torrecillas et al., 2015

Condiciones del ensayo RT-qPCR

Todos los ensayos se llevaron a cabo mediante el equipo LightCycler® 96 Instrument (Roche,

Espafia) y con el reactivo LightCycler® 480 SYBR® Green [ Master (Roche, Alemania). El volumen
final introducido en cada pocillo era de 10 pL incluyendo 3 puL. de ¢cDNA (dilucion 1:20), 1 uL de
primer forward y reverse (5 uM) y 5 uL de 2x LightCycler® 480 SYBR® Green I Master. La
expresion génica se analizo en placas de 96 pocillos (Figura 10), y cada reaccion de PCR se realizo
por duplicado. Finalmente, como calibrador se emple6 un poo!/ de muestras empleando las tres dietas
(dilucién 1:20).

Se establecieron las siguientes condiciones para la RT-qPCR: un paso inicial donde tiene lugar
la activacion de la Taq polimerasa a 95°C durante 10 min, seguido de 40 ciclos de PCR (95°C durante
Is y 60°C durante 30s). Estas condiciones fueron empleadas en todos los genes excepto para Muc2 y
Fth donde los 40 ciclos constaron de un paso adicional (95°C durante 2s, 60°C durante 30s y 72°C por
45s). Con el objetivo de evaluar posibles amplificaciones secundarias, se realizé una curva de melting
una vez finalizado el ensayo de PCR. Para ello, se incrementd lentamente la temperatura, a razoén de
1°C/min, con inicio en 65°C y finalizacion en 97°C. Durante el proceso se produjo un registro continuo
de los cambios en la intensidad de fluorescencia emitida por cada pocillo.
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Cuantificacion relativa

La cuantificacion relativa relacionada con la expresion de los genes diferenciales se establecio
en base al gen de referencia EFla y el empleo de calibradores en las distintas placas, lo que permitid
minimizar posibles diferencias relacionadas con el rendimiento entre placas. El analisis de los
resultados tuvo lugar mediante el método 2 (Schmittgen & Livak, 2008) el cual contempla la
formula siguiente:

Ratio normalizado (Ng) = E;CT(O=CTE) E, CER(S)=CER(C)

Donde:

Er: Eficiencia del gen diferencial

C: Calibrador

S: Muestra del gen de interés

Er: Eficiencia del gen de referencia

CtT: Numero de ciclos en los cuales se detecta el umbral en el gen diferencial

CtR: Numero de ciclos en los cuales se detecta el umbral en el gen de referencia

Las eficiencias se obtuvieron mediante la realizacion de curvas estandar, que consiste en la
realizacion de diluciones seriadas (Svec et al., 2015). Las eficiencias se calcularon tanto para los genes
de referencia como los genes en estudio.

34 Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se llevo a cabo mediante el programa estadistico SAS9,4
software (SAS Institute Inc,, Cary, NC, USA). Para ello se realiz6 un andlisis de la varianza
considerando el efecto dieta como el factor principal. Las variables que presentaban una distribucion
normal fueron analizadas con el procedimiento GLM y aquellas con una distribucion no normal
(expresion relativa de Muc2 y Fth) con el procedimiento GLIMMIX. En este ultimo caso se asumio
una distribucion de Poisson.

Se utilizo el test de Tukey para comparar las medias ajustadas entre los diferentes grupos
experimentales estudiados. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando p <
0,05. Los resultados fueron expresados como la media + su error estandar.
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4. Resultados

4.1  Parametros de crecimiento y supervivencia

El peso de las lubinas al inicio del experimento fue similar para los tres tratamientos
estudiados (Tabla 7). Sin embargo, se observaron diferencias significativas en el peso final a los 196
dias de experimento, siendo superior en los grupos FM30 y FM15 (con valores medios de 347 y 341g,
respectivamente). El TCI también mostro diferencias significativas (Tabla 7), indicando un
crecimiento diario superior en los grupos FM30 y FM15 (1,09%/dia para ambos casos), respecto FMO0
(0,99%/dia). En contraste, los parametros de TAD e ICA fueron similares para los tres tratamientos
empleados por lo que no hubo diferencias significativas respecto a los factores nutritivos (Tabla 7).
Por tanto, las diferencias encontradas en el TCI no se debieron a una menor o mayor ingesta.
Finalmente, el porcentaje de supervivencia presentd una ligera variacion entre grupos, los peces
pertenecientes a los grupos FM30 y FM15 mostraron una supervivencia superior (93,33% y 92,67%)
al grupo FMO (84%). Este ultimo resultado podria llegar a ser significativo siempre y cuando se
establezca un p<0,1 lo que implica que la evidencia en este caso fue menor (Tabla 7).

Tabla 7 Parametros de crecimiento por piensos experimentales.

FM30 FM15 FMO0 P value
Peso inicial (g) 40,45+0,931 40,29+0,932 38,25+0,932 ns
Peso final (g) 347,00° 48,703  341,38°+8,703 269,49% +8,703 0,0013
TCI (%/dia) 1,09 *+0,021 1,09 °+0,021 0,99 *+0,021 0,0263
TAD (g/100g/pez y dia)? 1,19+0,024 1,1240,024 1,19+0,024 ns
ICA? 1,47+0,048 1,52+0,048 1,58+0,048 ns
Supervivencia (%) 93,338 £2.464 92,678 £2,464 84,00* £2,464 0,0645

Media + error estandar (n=3). Medias con diferentes superindices en minuscula (a,b) indican diferencias significativas con
p<0,05 y enmayuscula(A,B) con p<0,1. Testde Tukey-Kramer. 'Tasa de crecimiento instantineo; *Tasa
de alimentacion diaria; *Indice de conversion del alimento. ns: no significativo.

Asimismo, en la Figura 11 se representa la evolucion del peso medio de las lubinas
alimentadas con los diferentes piensos experimentales a lo largo del ensayo. Durante los primeros
meses se observd un crecimiento similar en los tres grupos, sin embargo, a partir del dia 112
aproximadamente se empezd a visualizar una tendencia hacia un mayor crecimiento en los grupos
FM30 y FMI15, coincidiendo con los valores de TCI previamente expuestos. Esta tendencia se
confirmo6 al final del estudio, donde los datos del peso final mostraron una diferencia significativa
entre los tratamientos FM30 y FM15 con respecto al FMO (Tabla 7).
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Figura 11 Crecimiento de las lubinas durante el ensayo experimental.

4.2 Ensayos preliminares

Tras el analisis de la estabilidad de los genes de referencia en las diferentes condiciones
experimentales con el programa BestKeeper, se obtuvo una desviacion estandar (SD[+Ct]) de 1,66
para la Pact (media geométrica (Ct): 22,35+ 3,16) y de 1 para EFla (media geométrica (Ct): 21,21+
2,0), ambos con un p<0,05, por lo que se selecciond el gen EF1a como gen de referencia. En la Figura
12 se encuentra representada la variabilidad de ambos genes, empleando los datos de estabilidad
individual, lo que pone de manifiesto la gran diversidad en cuanto a Cts del gen Pfact en comparacion
con EFla.
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Figura 12 Variabilidad en Ct de los genes fact y EF1a empleando un diagrama de box and whiskers. Los cuadraditos
indican valores atipicos.

Paralelamente, los resultados de expresion de los genes en estudio fueron muy variados. Segun
la variabilidad mostrada entre grupos experimentales y su relevancia bioldgica (Figura 13), se
seleccionaron los siguientes genes para el analisis de expresion génica: Casp9, TCR B, IL-8, IL-10,
TGF B, TNF a, Muc2 y Fth. Tal y como se observa en la Figura 13 estos genes seleccionados
presentaron valores de Ct comprendidos en un rango entre 26 — 35.

Los genes Trf, IL13, COX2 y CD8a no se expresaron o mostraron valores de Ct demasiado
elevados, asociados con una expresion muy baja, por lo que se decidieron eliminar en analisis
posteriores. En el caso de IL-6, CD4, Casp3 e Ig presentaron valores de expresion aparentemente
similares entre los tres grupos (Figura 13), por lo que tampoco se incluyeron en estos analisis.

Debido a que el gen de la Pact finalmente no fue considerado como gen de referencia, se
decidio incluir en la cuantificacion relativa y posteriormente en el analisis estadistico como si de un
gen diferencial se tratase.
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Figura 13 Resultados de RT-qPCR para cada gen diferencial empleando pools de muestras.

4.2.2 Cuantificacion relativa

Curvas estandar

La Tabla 8 muestra los distintos valores de eficiencia, R? y pendiente que se consiguieron para
cada uno de los genes testados mediante la realizacion de curvas estandar. Todos los genes registraron
eficiencias comprendidas entre 1,85-2,1.
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Tabla 8 Valores obtenidos a partir de las curvas estandar para los distintos genes.

Gen Eficiencia R? Pendiente
Genes diferenciales
Casp9 1,90 0,995 -3,592
Fth 1,85 0,970 -3,415
1L-10 2,00 0,958 -3,320
IL-8 1,94 0,987 -3,487
Muc2 2,10 0,887 -2,899
TCR B 2,00 0,992 -3,312
TGF B 2,10 0,898 -2,907
TNF o 2,00 0,993 -3,330
Bact 2,00 0,998 -3,322
Gen de referencia
EFla 2,00 0,988 -3,457

Calibradores

Los calibradores empleados para cada gen se encuentran descritos en la Figura 14. Los genes
diferenciales IL-10, TGF B, IL-8, Muc2, Casp9, Pact y el gen de referencia EF1a presentan una tnica
barra ya que se empled la media de un solo calibrador para la cuantificacion relativa, debido a que
cada uno de estos genes se pudo analizar de forma completa en una misma placa de 96 pocillos. Por
otro lado, los genes TCR B, TNF a y Fth, también considerados como genes diferenciales, necesitaron
de la media de dos calibradores distintos ya que su expresion tuvo que ser analizada empleando
diferentes placas. Adicionalmente, en estos Ultimos genes se puede observar que la variacion entre
placas es minima, por lo que se puede afirmar que el factor humano no jugé un papel relevante en
dicha variacion.

40
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1
0
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(93]

wn O W
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Figura 14 Variacion entre placas.
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4.3  Andlisis de expresion

Cuando se evaluo el efecto de la dieta sobre la expresion génica de los genes diferenciales, se
registraron diferencias significativas para dos genes: Muc2 y Bact (Figura 15).

Concretamente, se observdé que ambos genes seguian un patréon similar, sin diferencias
significativas entre las dietas FM30 y FMO (10,273 y 8,458 para Muc2; 0,002 y 0,001 para Pact
respectivamente) pero si entre estas y el tratamiento FM15 (22,527 para Muc2; 0,006 para Pact) donde
los niveles de expresion aumentaron considerablemente (Tabla 9).

No se obtuvieron diferencias significativas en los genes restantes Casp9, TCR B, IL-8, IL-10,
TGF B, TNF a y Fth (Tabla 9). En el caso del TNF a, se vio una tendencia del tratamiento FM30 hacia
resultados de expresion mas elevados en comparacion con los tratamientos FM0O y FM15, sin embargo,
no hay evidencias significativas que afirmen estos resultados. Algo similar se observé con TGF [
donde el grupo FMI15 presentd una expresion ligeramente mas elevada que el FMO pero estas
diferencias tampoco fueron significativas. IL-8 present6 una tendencia a aumentar a medida que la
sustitucion de pescado fue mayor pero sin pruebas significativas de ello (Tabla 9).

Tabla 9 Expresion relativa de los genes analizados y valores de P value.

Gen FM30 FM15 FMO0 P value
Casp9 0,02540,0030 0,026=+0,0030 0,022+0,0028 ns
TCR B 0,004+0,0022 0,007+0,0022 0,007+0,0021 ns

IL-8 0,085+0,0580 0,112+0,0580 0,215+0,0547 ns
1L-10 0,326+0,1101 0,298+0,1101 0,230+0,1038 ns
TGF B 0,009+0,0023 0,013+0,0023 0,001+0,0022 ns
TNF a 0,078+0,0214 0,026+0,0214 0,027+0,0202 ns
Muc2 10,2732+ 0,1103 22,527+ 0,0745 8,458 £1103 <0,0001

Fth 0,015+2,8715 0,043+1,7029 0,006+4,4524 ns

Pact 0,002 %+ 0,0008 0,006 ° +0,0008 0,001 # £0,007 0,0012

Media + error estandar (n=9). Medias con diferentes superindices (a,b) indican diferencias significativas (p<0,05).
Test de Tukey-Kramer.
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Figura 15 Expresion relativa de los genes cuya expresion fue significativa considerando un p< 0,05-. Las
lineas verticales indican el error estandar.
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5. Discusion

Crecimiento v supervivencia

Estudios recientes realizados tanto en D,/abrax como en otras especies de peces carnivoros
sugieren que una alta sustitucion de la harina de pescado por fuentes proteicas vegetales se encuentra
relacionada con un menor consumo del pienso y/o una conversiéon mas deficiente del alimento y por
tanto un menor crecimiento (Geay et al., 2011; Gomes et al., 1995). En el presente trabajo se pudo
observar que las materias primas vegetales utilizadas no tuvieron un efecto negativo en la ingesta (no
afectaron a la palatabilidad), sin embargo, el crecimiento si se vio afectado con la sustitucion total,
seguramente debido a una menor eficiencia del alimento, relacionado con una peor digestion y
absorcion de los nutrientes procedentes del pienso sin harina de pescado.

Aunque las diferentes dietas se formularon con el objetivo de cubrir las necesidades
nutricionales de los peces, el crecimiento para el grupo FMO fue menor, posiblemente como
consecuencia de una menor disponibilidad de dichos nutrientes. Las causas pueden ser por diversos
factores o una combinacidon de los mismos. Por ejemplo, una mayor proporcién de fuentes vegetales
en los piensos se traduce en un incremento de fibra insoluble, cuya presencia se relaciona con un
aumento del transito intestinal y un menor tiempo de absorcidon de nutrientes (Bonvini et al., 2018).
Por otro lado, una mayor sustitucion incrementa los niveles de carbohidratos, componentes cuya
capacidad de hidrolisis es limitada en especies carnivoras como las lubinas, lo que puede producir un
decrecimiento de la digestibilidad (Enes et al., 2011). Finalmente, la presencia de antinutrientes se ha
demostrado como responsables de la inhibicion de enzimas digestivos tales como las proteasas
(Magalhaes et al., 2018).

Resultados similares se han observado en trabajos anteriores con D,labrax, sin diferencias
significativas con bajos niveles de harina de pescado, pero si cuando ésta era eliminada totalmente de
la dieta (Kaushik et al., 2004; Torrecillas et al., 2017a). Adicionalmente, los resultados parecen
coincidir con los obtenidos en otras especies como Sparus aurata, alimentadas exclusivamente con
fuentes proteicas vegetales (Estruch et al., 2018b), Lateolabrax japonicus con dietas de sustitucion
ricas en soja (Zhang et al., 2017) o Oncorhynchus mykiss empleando combinaciones de harina de
pescado y gluten de trigo (Voller et al., 2018).

Una dieta que no es capaz de suplir las necesidades nutricionales, no sélo influye directamente
en el crecimiento, sino también puede considerarse un factor estresante para el pez, ya que no es capaz
de cubrir correctamente su gasto energético (Estruch et al., 2018b). Si dicho factor se prolonga en el
tiempo acaba derivando en un problema de estrés cronico, el cual produce, cominmente, una
supresion de los procesos que requieran una fuente continua de energia, tales como el sistema inmune,
causados por un incremento en los niveles de cortisol (Samaras et al., 2016; Tort, 2011). Como
consecuencia y desde un punto de vista global, tiene lugar un incremento del nimero de neutréfilos y
una reduccion de los linfocitos circulantes y macrofagos lo que se asocia a una menor resistencia
frente a posibles organismos oportunistas y una mayor propension a sufrir infecciones (Wendelaar,
1997). Este estado de inmunodepresion podria explicar el efecto de la dieta sobre la supervivencia de
los peces alimentados con la dieta sin harina de pescado, este grupo experimentd una mayor
susceptibilidad a agentes externos, lo que se traduce en una mayor mortalidad, tal y como se observa
en los resultados presentados. De igual forma ocurre en trabajos anteriores de D,labrax (Geay et al.,
2011; Torrecillas et al., 2017a), donde se observa una tendencia hacia una menor supervivencia en
ejemplares con sustitucion total o alta de harina de pescado aunque sin establecerse diferencias
significativas (p<0,05), lo que podria deberse a la corta duracion de estos experimentos (90 dias). Sin
embargo, en otras especies, como la dorada si que se observo una mayor mortalidad en el grupo con
una sustitucion total de harina de pescado tras 112 dias de experimento (Estruch et al., 2018b). En
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Lateolabrax japonicus, se obtuvieron conclusiones similares, ya que el grupo con una mayor
sustitucion por soja (75%) mostrdo de forma significativa el mayor numero de bajas (78,8% de
supervivencia) (Zhang et al., 2017). En resumen, los resultados parecen indicar que inclusiones de
harina de pescado del 10% o inferiores afectan considerablemente la supervivencia.

Salud intestinal

Diversos autores han sugerido que una inclusion de elevadas cantidades de fuentes de proteina
vegetales en la dieta de especies carnivoras pueden desencadenar una reacciéon inmunitaria o
inflamatoria debido al elevado contenido en factores antinutricionales (Dani, 2018). Estos efectos se
han relacionado principalmente con las saponinas y lectinas presentes en la soja (Ma et al., 2019; Miao
et al.,, 2018; Uran et al., 2008; Zhang et al., 2017). Las lectinas son proteinas de union a azucares
capaces de unirse al IP afectando la regulacion del transporte, secrecion de hormonas y proliferacion
de células caliciformes. Por otro lado, las saponinas son moléculas que se agrupan en forma de micelas
intercalandose en los colesteroles presentes en las membranas celulares y propiciando la formacion de
agujeros. De este modo se incrementa la permeabilidad de las células y la absorcion de sustancias tales
como alérgenos (Krogdahl et al.,, 2010; Miao et al., 2018). También han sido asociadas con la
produccioén de citocinas, actuando como inmunoestimuladores (Uran et al., 2008).

Adicionalmente, la FM es conocida por actuar como fuente de proteinas, lipidos, minerales y
vitaminas entre otros. Este equilibrio permite un crecimiento y desarrollos Optimos, ademas de
relacionarse con un correcto mantenimiento de la salud inmunitaria (Miles & Chapman, 2010).
Sustituciones de FM en la dieta pueden producir cambios en estado de salud de los peces los cuales se
relacionan con una pérdida de dicha homeostasis (Yang et al., 2004).

Signos propios del proceso inflamatorio pueden observarse en diversas especies tras un
analisis histologico de la mucosa intestinal presentando un incremento de la submucosa asociada a un
aumento en el namero de células secretoras del moco (Hansen & Hemre, 2013), un cambio en su
composicion o en la microbiota (Gajardo et al., 2017) y una infiltracion en el tejido de células
inflamatorias en el tejido conectivo (Estruch et al., 2018b; Torrecillas et al., 2017a).

En el presente trabajo no se realizaron analisis histologicos, pero los analisis de expresion
génica revelaron un incremento significativo de la expresion del gen Muc2 en el grupo FM15 respecto
a FM30 y FMO, lo que podria deberse a una mayor secrecion de mucina intestinal por parte de las
células caliciformes presentes en el IP. Este aumento se podria interpretar como un mecanismo de
defensa cuya funcion seria la proteccion intestinal. Un aumento de la expresion de este gen cabria
esperarse también en el grupo FMO, pues presenta el grupo con mayor sustituciéon, por contra, se
obtuvieron valores de expresion similares al grupo control (FM30). Esta disminucién de los niveles de
expresion podria deberse a que este grupo no presentd una respuesta inflamatoria relacionada con la
dieta una vez finalizado el experimento, lo que coincidiria con que estos peces se encontraban en un
estado inmunodeprimido debido a una situacion de estrés cronico. El aumento de expresion de la
mucina, concuerda con estudios previos en otras especies, donde sustituciones por fuentes proteicas
vegetales se asociaron a un incremento de células caliciformes y una mayor expresion de mucina en
Sparus aurata (Monge-Ortiz et al., 2016; Pérez et al., 2013, Estruch et al., 2018b) y en Gadus morhua
(Hansen & Hemre, 2013). Sin embargo, no concuerda con un estudio realizado con Salmo salar en el
cual no se obtuvieron diferencias significativas en la expresion de este gen (Gajardo et al., 2017).

Ademas, se ha observado que el sistema inmune se encuentra asociado a las mucosas del
intestino. En el actual estudio, no se observaron diferencias significativas entre tratamientos, pero si
una cierta tendencia del gen TGF P a aumentar en FM15 con respecto a FM0 y FM30, y del gen IL-8 a
incrementarse en FMO con respecto a FM30 y FMI15. TGF B es una citocina multifuncional
considerada principalmente por su funcion antiinflamatoria ya que es capaz de inhibir la
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diferenciacion de células B, Th1 y Th2 (Wang & Secombes, 2013; Zou & Secombes, 2016). Asi pues,
su tendencia a una mayor expresion en el grupo FM15 indicaria que los peces bajo este tratamiento
estarian intentando volver a un estado de normalidad, intentando reducir el proceso de inflamacion.
Respecto al grupo FMO, como ya se ha comentado, se podria deducir que se encuentra en un estado
inmunodeprimido, lo que indicaria que no es capaz de presentar una respuesta antinflamatoria,
coincidiendo asi con una menor expresion de este gen. De igual forma en Cyprinus carpio se obtuvo
un incremento de la expresion de TGF B en dietas con un 20% de soja tras 5 semanas de ensayo (Uran
et al., 2008).

Paralelamente, 1L-8 es conocida como uno de los atrayentes quimicos mas potentes a la hora
de reclutar neutrofilos, basofilos, células T y eosinofilos a los lugares de inflamacion durante la fase
aguda (Oliveira et al., 2013; Van Der Aa et al., 2010) por lo que tendria sentido que su expresion
aumentase en el grupo FM15 con respecto al FM30. Considerando que los peces del tratamiento FMO
se encuentran en un estado de incapacidad inmune, se esperaria que IL-8 no se expresase, sin
embargo, se ha sugerido que TGF B juega un papel fundamental en la regulacion negativa de este gen
(Smith et al., 1996) por lo que una supresion de TGF  en FMO podria implicar la tendencia hacia un
aumento en la expresion de IL-8. La expresion de IL-8 también se incrementd en estudios con
incursion de un 20% de harina de soja empleando Lateolabrax japonicus (Zhang et al., 2017) mientras
que no fue significativa en Channa argus con diferentes niveles de sustitucion de soja (Miao et al.,
2018), aunque estos resultados podrian deberse al corto periodo de tiempo del ensayo, ya que solo
duré 63 dias. Para ambos genes, un mayor nimero de muestras son necesarias para confirmar si la
tendencia observada puede convertirse en diferencias estadisticamente significativa (p<0,05).

Finalmente, el gen de la Bact presentd el mismo patréon que Muc2, incrementandose la expresion
en el tratamiento FM15 y reduciéndose en el FMO con respecto a FM30 debido a una situacioén de
estrés prolongado. Este gen se encuentra presente en la mayoria de células del organismo actuando
como componente estructural, ya que conforma el citoesqueleto, de integridad y motilidad (Lin &
Redies, 2012). Por tanto, es logico pensar que su expresion se vea modulada durante un proceso
inflamatorio ya que la estructura de las células intestinales es afectada. Curiosamente, se trata de uno
de los primeros trabajos en estudiar la expresion diferencial de este gen, demostrando que los genes de
referencia cominmente empleados para este tipo de estudios no siempre es el mas adecuado, tal y
como se indica en otros estudios (Mitter et al., 2009; Paria et al., 2016).
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6. Conclusion

En el presente estudio se ha evaluado a largo plazo el impacto de las altas sustituciones de harina
de pescado por proteinas vegetales en parametros productivos como crecimiento o supervivencia, asi
como la expresion génica de genes relacionados con la salud intestinal en lubina (D. /abrax). En base a
los resultados podemos concluir que:

- Es posible alimentar a la lubina con piensos que Unicamente contengan un 15% de harina de
pescado sin que ello afecte al crecimiento, supervivencia y parametros nutritivos.

- La alta sustitucion de la harina de pescado por fuentes proteicas vegetales en piensos
destinados a la lubina europea podria inducir a largo plazo una respuesta inflamatoria, ademas
de una pérdida de la integridad de las células caliciformes.

- Una sustitucion del 15% es capaz de producir una respuesta inmunitaria e inflamatoria a largo
plazo, mientras que una sustitucion total podria estar desencadenando una inmunodepresion
moderada, lo que implicaria una pérdida en la funcion protectora de la mucosa intestinal.

- Una alimentacion con altos niveles de fuentes vegetales a largo plazo tiene efectos en la
estructura del intestino posterior tal y como indican los elevados niveles de expresion de Muc2

y Bact.
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