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Resumen

La importancia del pescado como fuente proteica en la dieta humana ha ido aumentando en
funcién del desarrollo de la acuicultura. No obstante, con la intensificacion de esta actividad se
han incrementado también los efectos negativos sobre el medio ambiente, y en particular, los
derivados del uso de harinas y aceites de pescado empleados en la alimentacion de los peces
carnivoros. Se presenta, por tanto, la necesidad de medidas que permitan un desarrollo sostenible
de la actividad. Por consiguiente, los esfuerzos en investigacion deben ir dirigidos a evaluar
nuevas dietas mas sostenibles y determinar la respuesta de los peces frente a diferentes patologias.

El presente estudio se llevo a cabo con lubinas. Se disefid un experimento de larga duracion,
similar a los ciclos de produccion comercial de esta especie, en el cual los peces fueron
alimentados en grupos por triplicado con 3 piensos con diferente nivel de sustitucion vegetal
afnadiendo ademas la condicion ecologica para los piensos experimentales (FM30 Control, FM30
ECO, FM25 ECO). El experimento se dividié en dos fases: una fase de engorde en la que se
muestran los resultados de crecimiento y supervivencia bajo condiciones normales de produccion,
y una fase de parasitacion en la que se muestran resultados de crecimiento, supervivencia,
parametros sanguineos y expresion génica relativa bajo condiciones estresantes, como es la
presencia de un ectoparasito (Diplectanum sp.) dentro del sistema de produccion.

Los resultados mostraron diferencias significativas en el crecimiento para ambas fases, con un
mayor crecimiento en los peces alimentados con el pienso control frente a los alimentados con
piensos ecologicos. En la fase de parasitacion las diferencias en crecimiento se acentuaron. En lo
respectivo a la supervivencia, no se observo un efecto dieta significativo, sin embargo, se
observaron diferencias entre fases, presentando una menor supervivencia en la fase de
parasitacion. Se detectd, como consecuencia del estrés de la fase de parasitacion, un cuadro de
anemia en los peces alimentados con piensos ecologicos y un cuadro de inmunosupresion
generalizada en todos los ejemplares. En los analisis de expresion génica se detectd un efecto
dieta significativo para el gen TGF-f. Pese a no mostrar diferencias significativas, se obtuvieron
resultados numéricamente diferentes para los genes Casp-9 y TCR-B. Como conclusion cabe
destacar la predominancia de la condicion ecoldgica como parametro diferencial del efecto dieta.
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Abstract

The importance of fish as protein source in human diet has been increased in function of
aquiculture development. Nevertheless, the intensification of this activity has produced an
increase of its negative effects over nature, particularly those effects due to the use of fish oil and
fish meal in carnivorous fish diets. Hence, research must be led to evaluate more sustainable diets
and to determine the response of fish to different pathologies.

The present study was carried out in sea bass. It was designed as a long term experiment, similar
to the commercial production cycles of this species, in which fish were fed by groups in triplicate
with 3 different diet with different levels of vegetal substitution, and for the experimental diets it
was also added the organic condition (FM30 Control, FM30 ECO, FM25ECO). This experiment
was divided in two phases: a fattening phase in which is shown results for the growth and survival
analysis in normal production conditions, and a parasitism phase in which has been obtained
results for growth, survival, blood parameters and relative gene expression under stressing
conditions produced by the presence of an ectoparasite (Diplectanum sp.) in the production
system.

Significant differences have been detected for growth in both phases, showing a higher growth
rate for those fish fed with a control diet than the ones fed with organic diets. In the parasitism
phase, these differences between diets were enlarged. Regarding survival, no significant diet
effect has been stated, however it was observed a difference between phases, as in the parasitism
phase the survival was remarkably lower. As a consequence of the stress generated during the
parasitism phase, it was detected symptoms of anaemia in those fish fed with organic diets as well
as symptoms of immunosuppression in all specimen studied. Considering the gene expression
analysis, a significant diet effect was found for the TGF-§ gene. Casp-9 and TCR- genes did not
presented significant differences between diets, however, different numerical results were
obtained. As a conclusion, it should be pointed out that, there is a predominance of organic
condition as a differential parameter for the diet effect.
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1. Introduccién.
1.1.  Los retos de la produccién acuicola.

La acuicultura es uno de los sectores de la alimentacion humana que ha ido ganando
importancia en los tltimos afos. En los afios cincuenta del siglo pasado, la produccion por afio
rondaba el millon de toneladas, mientras que en el 2009 esta cifra alcanzaba los 55,1 millones de
toneladas (Grigorakis & Rigos, 2011). Este aumento se debe a diversas revoluciones conocidas
como ‘blue revolutions’, que se iniciaron en los 60s gracias a la aparicion de mejoras en el control
de calidad del agua, en la alimentacion, en el control de enfermedades, avances en mejora genética
(emparejamiento selectivo, hibridacion) o la reproduccion, que permitieron mejorar la
productividad manteniendo la calidad (Cole et al., 2009). De hecho, en la actualidad la acuicultura
supone un mas de un 50% de la produccion mundial de pescado, aunque este dato, seglin ciertos
autores, se presenta sesgado debido al gran peso de la acuicultura china, la cual, en el 2016
represent6 un 61,5% de la produccion mundial con mas de 49 millones de toneladas producidas,
consumidas principalmente por los habitantes del pais (Cao et al., 2015; FAO, 2018).

A dia de hoy, la acuicultura es una produccion estable y variada, haciendo del pescado la
principal fuente de proteina para 950 millones de personas en el mundo (teniendo especial
importancia en la dieta asiatica) e incluso, se espera que el consumo de pescado siga creciendo
hasta un consumo per capita de 19-20 kg en 2030 (cuando este consumo, a principio de este siglo
rondaba de 9 a 10 kg; Costa-pierce, 2003). Por tanto, para que este aumento se haga realidad es
necesario que venga acompafiado de una sucesion de mejoras de la productividad, que permitan
un desarrollo sostenible y una mayor rentabilidad, sin menoscabo de la calidad.

Por otro lado, la pesca atin se mantiene como la principal técnica extractiva de fauna del
mundo (Costa-pierce, 2003). Esta actividad también se sustenta en parte para la produccion de
materias primas de origen marino que, a su vez, forma una parte crucial en la alimentacion de los
peces en acuicultura. La harina (fish meal, de aqui en adelante FM) y el aceite de pescado (fish
oil, de aqui en adelante FO), suponen las principales fuentes de proteina y grasa, respectivamente,
en los piensos para peces carnivoros (Fry et al., 2016). La necesidad de la inclusion de FM y FO
en el pienso para peces es debido a su alta digestibilidad, su adecuado perfil aminoacidico y un
elevado porcentaje de acidos grasos altamente insaturados (Hassan & Tacon, 2007). Ademas,
mejoran la palatabilidad del alimento, y proporcionan altas curvas de crecimiento y eficiencias
nutritivas.

Asi pues, la elaboracion de piensos ha ido ganando importancia en el sector,
incrementandose su precio a la par que la produccion acuicola ha ido aumentando su produccion
(FAO, 2018; Figura 1). A pesar de las ventajas que tiene la inclusion de harina y aceite de pescado
en la elaboracion de piensos, ésta se basa en la captura indiscriminada de pescado de baja calidad
(conocido como trash fish, Figura 2) con el fin de obtener un FM y FO de bajo precio. Por tanto,
esta actividad conlleva graves problemas medioambientales, tales como la sobrepesca de especies
pelagicas, con el consiguiente desequilibrio en la cadena trofica marina, la destruccion de habitats
marinos, la calidad del pescado para el consumo humano o la pérdida de biodiversidad (Cao et
al., 2015; Fry et al., 2016).
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Figura 1. Evolucion del precio de la harina de pescado (azul), comparada con la evolucién del precio
de la harina de soja (naranja) 1983-2017 (FAO, 2018)

A dia de hoy, la inclusion de harina de pescado en los piensos para acuicultura se ha hecho
insostenible. En 2011, las cantidades de FM y FO que se consumieron ascendieron a 835,000
toneladas, lo que represento cerca de un 25% de toda la pesca marina (Turchini et al., 2011). Ante
esta situacion, la comunidad cientifica ha buscado alternativas mas sostenibles para la
alimentacion de peces. Una posible solucion a esta problematica, segun diversos autores, es la
sustitucion de FM y FO por fuentes proteicas vegetales (Estruch et al., 2015; Figueiredo-Silva et
al., 2005; Sitja-Bobadilla et al., 2005; Torrecillas et al., 2017; Turchini et al., 2011).
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FIGURA 2. Trash fish empleado normalmente para la produccion de harinas de pescado

Actualmente, a corto plazo, es posible la sustitucion de altos niveles de proteinas o aceites
vegetales en piensos para peces carnivoros, lo que permite un crecimiento dentro de los
parametros de produccion durante los primeros meses de alimentacion (Estruch et al., 2018;
Monge-Ortiz et al., 2016). Sin embargo, diversos estudios han demostrado que este tipo de dietas
a largo plazo conllevan una inferior eficiencia nutricional, que deriva en un menor crecimiento y
un aumento de la mortalidad (Dias et al., 2005; Estruch et al., 2018; Torrecillas et al., 2017). Estos
efectos adversos se deben especialmente a los componentes anti-nutritivos (taninos, acido fitico,
lectinas, saponinas, inhibidores de proteasas, alérgenos) que contienen las fuentes proteicas
vegetales, produciendo alteraciones a nivel intestinal, que a su vez desencadenan cambios en la
microbiota intestinal (Estruch et al., 2015), alteraciones en el sistema inmune (Sitja-Bobadilla et
al., 2005), y por lo tanto, una mayor susceptibilidad a enfermedades que los peces alimentados
con materias primas de origen marinos.



Los antinutrientes no son los unicos responsables de los efectos negativos del uso de
fuentes vegetales para la alimentacion de peces carnivoros. Las fuentes vegetales suelen carecer
de algunos aminoacidos esenciales, lo que conlleva a una descompensacion a nivel fisiologico y
finalmente a un estado de estrés por una nutricion deficiente. Esta problematica se agrava cuando
la sustitucion se lleva a cabo por un tnica fuente de proteina vegetal (Martinez-Llorens et al.,
2012a), por lo que suele ser necesario complementar la dieta con aminoacidos sintéticos,
encareciendo de forma importante los piensos. Otra alternativa, es una dieta basada en multiples
fuentes vegetales, en la cual se complemente las deficiencias de unas con otras, necesitando por
tanto una menor suplementacion aminoacidica. Las mezclas proteicas vegetales han mejorado los
resultados en términos de crecimiento en teledsteos (Dias et al., 2005), aunque a largo plazo,
puede seguir causando problemas de inmunosupresion (Estruch et al., 2019).

1.2.  Acuicultura ecolégica

Es complicado establecer una huella ecoldgica para la acuicultura actual, ya que esta
depende del tipo de pescado producido, la densidad de poblacion y/o el modo de alimentacion.
No obstante, el auge de los piensos comerciales ha conllevado una sobreexplotacion de los
ecosistemas acuaticos, como se ha explicado con anterioridad, llevando al sector a una situacion
critica debido al agotamiento gradual de los recursos naturales (Borja, 2002; Costa-pierce, 2003;
Fry et al., 2016). Se establecio la sustitucion proteica vegetal en los piensos, como una via para
reducir el uso de FM y FO, y con ello, disminuir la huella ecoldgica de la actividad. Sin embargo,
la exposicion a este tipo de dietas a largo plazo produce un empeoramiento de la salud de los
ejemplares impidiendo un disefio de produccion eficaz (Dias et al., 2005; Estruch, et al., 2018;
Torrecillas et al., 2015). Ademas, no se debe olvidar que el impacto ambiental de la agricultura
puede ser también muy elevado en determinadas condiciones.

Asi pues, una posible solucion podrian ser los piensos ecologicos. Estos piensos estan
basados en FM y FO, pero provenientes de pesca sostenible, similar a la que adquiririan los
animales en la naturaleza, y una suplementacion proteica a través de proteina vegetal de origen
sostenible. Con esa composicion, se asume que los piensos no presentan una peor eficiencia
nutricional, aportando por tanto una via para el desarrollo sostenible de la acuicultura (Costa-
Pierce, 2010). Para una implementacion mas rapida de los piensos ecologicos, la modificacion de
la legislacion actual seria conveniente. En Espaiia se aplica el reglamento (CE) N° 834/2007 del
consejo de 28 de junio de 2007 sobre produccion y etiqueta de los productos ecologicos. Asi pues,
en los piensos ecologicos, segin articulo 15, se impide la adicion de los suplementos
aminoacidicos que facilitarian cubrir los requerimientos nutricionales de los peces, y por tanto,
alcanzar mayores niveles de sustitucion de FO y FM. Ademas, la acuicultura ecologica debe tener
en consideracion otros problemas ambientales derivados de la produccion acuicola actual, tales
como el aumento de la eutroficacion producida mediante por una gran liberacion de residuos
organicos al medio ambiente (Di Marco et al., 2017). Por tanto, se deben de buscar avances
técnicos que permitan mejorar las instalaciones actuales y con ello facilitar también el manejo de
la alimentacion y los animales. Destaca también la necesidad de nuevos tratamientos para las
patologias mas comunes en acuicultura, a fin de evitar el uso indiscriminado de antibidticos en el
sector (Cole et al., 2009; Costa-pierce, 2003; Defoirdt, Boon, Sorgeloos, Verstracte, & Bossier,
2007; Grigorakis & Rigos, 2011).



Actualmente, la oferta de pescado ecologico destinado a alimentacion tanto en Espafia
como en Europa es limitada. Si bien es cierto que esta oferta existe, no es lo suficiente importante
como para desmarcarse en los andlisis de producciéon y consumo realizados por las instituciones
pertinentes, la FAO en Europa o Apromar en Espafia. El tnico sector acuicola espafiol con una
produccion ecolodgica destacable es el de las microalgas, empleadas tanto en alimentacion animal
como humana (Apromar, 2017; FAO, 2018). Esto no significa que no se estén tomando medidas
para promover el paso a una acuicultura ecoldgica, por ejemplo, se aceptd en el parlamento
europeo el informe presentado por el eurodiputado vasco Carlos Iturgaiz ‘Hacia un sector europeo
de la acuicultura sostenible y competitivo: situacion actual y futuros desafios (2017/2118(INI))’
en el que se interpela por una produccion orientada al desarrollo sostenible.

1.3.  Produccidn de la lubina

La lubina representa una de las especies mas relevantes en la acuicultura marina europea,
con altos valores de produccion. De hecho, la Unidén Europea se considera el principal productor
de lubina del mundo. A nivel estatal, el mayor productor seria Grecia seguido de Espana (CE,
2012).

..'_.l.
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FIGURA 3.Evolucién de la produccién de pescados marinos en Espafia (Apromar, 2017)

La lubina siempre ha supuesto una parte importante del mercado espaiiol, no obstante, es
a partir de 2006 cuando se observa un acusado aumento de su produccion (Figura 3). Siguiendo
datos del 2015, la lubina se convirtio en la primera especie de pescado en la acuicultura espafiola
con una produccion de 21.324 toneladas que pasaron a ser 23.445 toneladas en 2016 (un aumento
del 9.9% anual de la produccion), en total en Europa se produjeron 176.956 toneladas en el 2016
(Apromar, 2017).

Con un precio medio de venta en Espafa de 5,67 €/kg, el valor total obtenido de la
comercializacion de la lubina asciende a 132,9 millones de euros. Con esto la lubina, pese a no
ser la principal produccién en la acuicultura espafiola en cuanto a peso, si lo es en cuanto a valor
econdmico (Figura 4).
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Figura 4.Evolucién del valor de la acuicultura de Espafia, en millones de euros y por especies en el periodo 1984-
2016 (Apromar, 2017)

1.4. Problemas asociados a patologias de peces en acuicultura

Las patologias en acuicultura suponen de las mayores fuentes de pérdidas econémicas en
el sector (Meyer, 1991). La incidencia de éstas ha aumentado con la intensificacion y la
comercializacion del sector (Bondad-Reantaso et al., 2005), ya que las altas densidades pueden
desencadenar en condiciones estresantes que afecten negativamente a la salud del animal,
incluyendo un mal funcionamiento del sistema inmune (Lafferty et al., 2015; Sommerset et al.,
2014). Ademas, se ha sugerido que estas altas densidades también facilitan la propagacion de
patologias debido por una lado, a un incremento de la transmision horizontal gracias a una mayor
proximidad entre individuos, y por otro lado, la sobrepoblacion de peces disminuye
significativamente la calidad del agua, proporcionando un mejor ambiente para la presencia de
patégenos (Buchmann & Bresciani, 2006; Ellis et al., 2002).

Se deben mejorar las condiciones de los peces reduciendo la sobrepoblacion y aumentar
las condiciones de higiene del tanque con tal de impedir un ambiente amistoso para patogenos y
reduciendo, ademas, el nivel de productos toxicos (amonio) en el agua. Adicionalmente, se
pueden tomar medidas que mejoren la respuesta de los peces frente a las infecciones como es el
uso de antibidticos o vacunas (Sommerset et al., 2014). Ademas, se ha comprobado que la
alimentacion también puede llegar a ser un método muy efectivo para combatir las patologias
(Buchmann & Bresciani, 2006). Sin embargo, el tratamiento actual consiste fundamentalmente
en una administracion de antibidticos con su respectivo sobreuso, lo que conlleva a un grave
problema de resistencia a antibidticos en los patdgenos de pescado (Cole et al., 2009; Defoirdt et
al., 2007; Grigorakis & Rigos, 2011). Segtin los datos recogidos por Lafferty et al. 2015, son
alrededor de 67 las patologias mas comunes en acuicultura, entre las cuales se observa que un
25% son provocadas por virus, 34% bacterias y 36% parasitos (protistas y metazoos: Figura 5).
Dentro de la produccion acuicola, el 49% de estas patologias afectan a la produccion piscicola,
21% crustaceos, 28% moluscos y un 1% a equinodermos (Figura 6).
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FIGURA 6. Principales hospedadores de las
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100; Lafferty et al., 2015)

FIGURA S. Principales productores de patologias en
acuicultura (en base 100; Lafferty et al., 2015)

Las patologias producidas por bacterias y virus son las que presentan mayor indice de
mortalidad. Sin embargo, las patologias parasitarias suelen desencadenar estados de
inmunosupresion que en condiciones de estrés como las que tienen lugar en la acuicultura
intensiva dan lugar a menores crecimientos, ¢ incluso a largo plazo, pueden desencadenar en
mayores mortalidades. Los organismos parasiticos pueden tener un origen diverso, desde protistas
a metazoos (Tabla 1). Las condiciones en acuicultura solo permiten que se establezcan
determinados parasitos, pero debido a la gran densidad de produccion en la acuicultura intensiva,
su impacto es mucho mayor (Meyer, 1991).

Tabla 1. Clasificacién de principales productores de patologia dependiendo de su grupo (Crane &

Hyatt, 2011; Haenen, 2017; Ohtsuka et al., 2015)
Origen bacteriano e —

eGram negativas: eAquabirnavirus eParasitic prostitan groups:
e Vibriosis eBetanodavirus eAmoebae
eAeromonasis eInfectious Salmon anemia e/chthyophonus
eEdwarsiellosis Virus *Flagellates
ePseudomonasis *Salmon alphavirus «Ciliates
eFlavobateriosis eInfectious Hematopoitic ePerkinsus

*Gram positivas: Necrosis Virus *Marteila
» Mycobacteriosis *Epizootic Hematopoietic e Azumiobodo hoyamushi
eStreptococcosis RS TG
eRenibacteriosis *Viral Hemorrhagic

eInfeccion con bacterias
anaerobias
eInfeccion con bacterias
intracelulares

Septicemia Virus



Por todo ello, se requiere una mejora de las condiciones de la acuicultura, asi como una
amplia informacion acerca de sintomatologia con tal de ser capaces de hacer diagnosticos rapidos
sobre la poblacion de peces, y conocer también la vias de infectivas para poder tomar las medidas
oportunas tanto a nivel de tratamiento farmacologico hasta el establecimiento de lineas en
cuarentena. Si entre estas medidas se encuentra el suministro de antibidticos (ya que tenemos una
infeccion bacteriana) se debe hacer un uso razonable de ellos, ademas, antes del suministro es
importante la elaboracién de un antibiograma, para observar si ese antibiotico es realmente
efectivo contra la problematica en cuestion. (Austin & Austin, 1999; Haenen, 2017).

En el caso de la lubina, las principales pérdidas econdmicas se producen por infecciones
parasitarias, concretamente el Diplectanum aequans y Diplectanum laubieri (Figura 7). Ambas
especies se tratan de ectoparasitos de la clase Monogea (Buchmann & Bresciani, 2006), que
pueden ocasionar mortalidades de alrededor del 5-10% (Dezfuli et al., 2007). Con todo ello, el
impacto econdmico podria estar subestimado, ya que la sintomatologia habitual es la induccion
de una inmunosupresion facilitando una infeccidon secundaria por otro agente patogénico (Faliex
et al., 2008; Meyer, 1991).

La clase Monogea esta incluida dentro del filo de Platyhelminthes reino Metazoo, los
organismos pertenecientes a esta clase son gusanos planos que se encuentran en medios acuaticos,
desde aguas salobres hasta medios marinos. La forma de vida de estas especies es mayormente la
parasitaria, concretamente ectoparasitaria. En cuanto a los hospedadores, éstos son diversos:
mamiferos, anfibios, cefalopodos y reptiles, aunque su hospedador principal son los peces. En el
caso particular de estos ectoparasitos, suelen presentar especificidad por una especie en particular,
existiendo casos que una misma especie de pez presenta varias especies de especificas
monogéneos (Buchmann & Bresciani, 2006).

Al tratarse de ectoparasitos, los monogéneos afectan mayormente a las superficies
externas del pez, presentando mayor afinidad por las partes de la superficie que presentan
compartimentos. La razon es que les permite la creacion de microclimas especificos, siendo un
lugar habitual de colonizacion, las branquias. Este grupo, presenta una larga vida, evolutivamente
hablando, y se afirma la presencia de un ancestro comiin ecto-comensal hace cientos de millones
de afios. Esta evolucion especifica del filo demuestra la gran capacidad de adaptacion de estas
especies a las condiciones ambientales, e incluso especializdindose y adaptandose a las
condiciones del hospedador. En esta evolucion se dio lugar a una separacion entre
Monopisthocotylea y Polyopisthocotylea, que presentan diferencias en la union al hospedador,
dependiendo si tienen un punto de unidn o varios, respectivamente. Saber observar y aplicar estas
diferencias es un factor crucial, ya que el grupo al que pertenezcan presentard implicaciones a
nivel de patogenicidad y respuesta por parte del hospedados, y por tanto el tratamiento podra
diferir (Buchmann & Bresciani, 2006).

Concretando un poco, la familia Diplectinadae, que esta formada por Diplectanum
aequans y Diplectanum laubieri, hospeda especificamente la lubina. Por tanto, comparte el
mismo macrohabitat que esta especie, encontrandose principalmente en el mar Mediterraneo y el
océano Atlantico. Son destacables algunas diferencias a nivel morfologico entre ambas especies
que permiten la diferenciacion mediante visualizacion al microscopio. Al tratarse de
ectoparasitos, su microhabitat principal son las branquias de las lubinas, pudiéndose llegar a
observar cientos de parasitos por hospedador. Los sintomas varian dependiendo del nivel de
infeccion, llegando hasta la produccion de hemorragias severas en las branquias. Sin embargo, lo
que suele observarse es una hiperproduccion de mucus o una inflamacion e hiperplasia del tejido
branquial. Esta infeccion localizada, produce una reduccion de la superficie de respiracion, como
se puede observar en la Figura 7, afectando asi al transporte de gases (Buchmann & Bresciani,
2006).



Varios estudios han demostrado la incapacidad de las lubinas a la hora de eliminar estos
parasitos por si mismas, normalmente se llega a un nivel basal de parasitos, que permite una vida
sin demasiadas afecciones para el hospedador, dando asi una situacion de equilibrio. Esta reaccion
viene dada principalmente por parte del sistema inmune innato del organismo (Faliex et al., 2008).
El tratamiento de estos parasitos pasa a través de los compuestos conocidos como antihelminticos
(Buchmann & Bresciani, 2006), que presentan unos efectos toxicos y selectivos contra los
parasitos. Sin embargo, con el tiempo se estd observando una mayor resistencia a estos
compuestos, ademas esta resistencia no solo afecta a un tratamiento en concreto, sino a todos los
que compartan el modo de accion y/o seleccion. Por tanto, es importante conocer qué modo de
accion presentan los diversos tratamientos con tal de ofrecer un tratamiento efectivo (Martin,
1997).

Ademas, se debe de considerar el sistema de produccion en el que se aplique cada
tratamiento. Asi, por ejemplo, existe una alta restriccion al uso de un gran abanico de compuestos
dentro de los sistemas de recirculacion en acuicultura. En estos sistemas se emplean biofiltros
cebados de bacterias para oxidar el nitrogeno total amoniacal del agua, el cual es toxico para los
peces. Hay que asegurarse de que las bacterias nitrificantes no son afectadas por el compuesto
utilizado y el biofiltro debe seguir funcionando después del tratamiento, por lo que esto limita
mucho el tipo de tratamiento a aplicar en sistemas cerrados. También hay que considerar que los
biofiltros a su vez, pueden ser un reservorio para patdgenos y parasitos, por lo que a veces se
complica mucho el tratamiento de estas patologias.
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FIGURA 7. Seccion histolégica de tejido branquial tefiido con Alcian blue-PAS, en la que se observa la union de
Diplectanum aequans y como esta produce una reduccion de la superficie respiratoria. Las flechas cortas denotas
tejido no infectado y por tanto no afectado, mientras las flechas largas muestran el tejido afectado y unido entre
si (Dezfuli et al., 2007).

Los monogéneos no son los Unicos parasitos que estan suponiendo perdidas en la
produccion. Estan apareciendo otras enfermedades emergentes como el sindrome del punto rojo,
enfermedad de la piel hinchada o rash petequial. Siendo esta tiltima, especialmente importante en
besugo (Sparus aurata) y en lubina (Dicentrarcgus labrax). En lubina, esta patologia suele
aparecer en los meses de invierno, aunque este tipo de afecciones conllevan un tiempo de
desarrollo e incubacion que varian entre meses a semanas, por lo que es dificil establecer el
momento de infeccion. Sin embargo, los tratamientos con oxitetraciclina presentan una gran
eficiencia en la erradicacion de esta condicion (Schmidt et al., 2018).



Respuesta de los peces frente a patologias

Los peces son capaces de responder frente a las patologias con respuestas inmunologicas
diversas y complejas, a partir de la respuesta inmune innata y/o de la respuesta inmune adaptativa
(Alvarez-Pellitero, 2008). Sin embargo, ha sido observado que la respuesta innata tiene una mayor
importancia, ya que la adaptativa presenta algunas limitaciones (Carbone & Faggio, 2016).

Entre los diferentes procesos o sistemas que presenta la respuesta inmune innata,
destacan: primeramente, el reconocimiento de enfermedades infecciosas gracias a los PRRs
(Pathogen recognition receptors); la fagocitosis; el estallido respiratorio, algunas células liberan
especies quimicas muy oxidantes al medio (ROS), que presentan en algunos casos efectos
antimicrobianos; las lisozimas, generadas mayormente en el higado, capaces de la degradacion
de la pared bacteriana; el sistema complemento y las citoquinas, entre otros (Carbone & Faggio,
2016). Con el fin de mejorar la respuesta inmune de los peces, esta creciendo el uso de la
suplementacion con prebidticos en las dietas (sustancias que sirven como sustrato para las
organismos probioticos). Un ejemplo podrian ser los FOS (fructose oligosaccharides), los MOS
(mannan oligosaccharides) y la insulina, conocidos ahora como inmunosacaridos que son capaces
de afectar a diferentes aspectos de la respuesta inmune innata (Carbone & Faggio, 2016;
Torrecillas et al., 2015), asi como también otros compuestos, que sin ser prebidticos se ha
demostrado que modulan la actividad inmune y se encuentra de forma natural en muchas materias
primas vegetales, por ejemplo la cebada (Pinedo-Gil et al., 2019).

1.5. Estudios previos de expresion génica

Los analisis de expresion génica suponen una herramienta de gran importancia para los
estudios actuales en acuicultura. Algunos autores, como Estruch et al. (2018) los han utilizado
para estudiar el efecto dieta sobre los ejemplares, concretamente en este estudio se analiza la
respuesta de genes inmunes ¢ inflamatorios frente a una larga exposicion de los ejemplares de
dorada (Sparus aurata) a una dieta con altos niveles de sustitucion vegetal. Esta técnica también
ha sido empleada para observar como afecta la introduccion de un nuevo componente en la dieta,
por ejemplo en el trabajo de Torrecillas et al. (2015) se describe como afecta la introduccion de
concentrado de mannan oligosaccharides (MOS) en la respuesta inmune en el intestino y en el
metabolismo de lipidos en juveniles de lubina (Dicentrarchus labrax).

Por otra parte, también es importante conocer como los ejemplares pueden responder ante
situaciones adversas, y qué érganos se pueden ver mas afectados. La parasitacion, que como se
ha comentado con anterioridad es uno de los mayores problemas en acuicultura, supone un tema
relevante en los estudios de este tipo. Estos estudios suelen estar relacionados con el analisis de
expresion de genes inflamatorios € inmunes y se pueden encontrar en diferentes especies. En Lu
et al. (2013) se muestra el analisis de expresion de TNF-al, TNF-a2, IL-1B2, TGF-af, iNOSa e
iNOSP en las branquias para una infeccion del parasito Dactylogyrus intermedius en carpa dorada.
Otros estudios pueden centrarse no solo en observar el nivel de expresion, sino comparar este
nivel entre tejidos, como es el caso de Faliex et al. (2008) que estudia la expresion de los genes
TGF-B, TCR- B e IL-1B tanto en bazo como en las branquias en lubina tras una infeccion de
Diplectanum aequans.

Los estudios que desarrollan analisis de expresion génica en acuicultura conllevan el
empleo de una gran cantidad de peces con tal de tener una n relativamente alta para los analisis
estadisticos, por ende, también se requieren unas instalaciones que aseguran unas condiciones
optimas para el desarrollo 6ptimo de los peces. En el caso de la lubina, pese a ser una especie con
menos estudios que otras especies del campo de la acuicultura, como el salmén o la dorada, se
han desarrollado multiples ensayos de expresion génica, algunos ejemplos pueden observarse en
la Tabla 2.



Tabla 2. Biblioteca de genes estudiados en lubina

CATEGORIA GEN ORGANO REFERENCIA
Catepsina L Intestino Calduch-Giner et al.,
2016
Insulin growth factor | Intestino Carnevali et al., 2006
1 (crecimiento)
Nutricional 5 atty acid desaturase | Intestino and higado | Geay et al., 2010
Insulin growth factor | Intestino and higado | Patruno et al., 2007
1 (crecimiento)
Lipoprotein lipase Higado Torrecillas et al.,
2015
Transforming growth | Intestino Torrecillas et al.,
factor 2015
Interleucina 10 Intestino and higado | Buonocore et al.,
Inflamatoria . . 2007
Mucina 2 Intestino Terova et al., 2016
Transforming growth | Bazo and branquias | Faliex et al., 2008
factor
Interleucina 1 Bazo and branquias | Faliex et al., 2008
Beta-actin Intestino Carnevali et al., 2006

Elongation Factor 1

Intestino and higado

Geay et al., 2010

Beta actin 1 Higado Mitter et al., 2009
Genes de referencia | Glyceraldehyde-3- Higado Mitter et al., 2009

phosphate

dehydrogenase

18S ribosomal RNA | Testiculos Viiias et al., 2008

Heat shock protein Higado P.Enes et al., 2006

70

Elongation factor 1 Higado P.Enes et al., 2007
Respuesta al estrés Propiomelanocortin | Higado y otros ;/(?Sgamos etal.,

Heat shock protein Pancreas, higado, Tovar-Ramirez et al.,

70 corazon, musculo, 2010

espina and intestino
Caspasa 9 Intestino Torrecillas et al.,
2015

Recombination Intestino and higado | Boschi et al., 2011
Respuesta inmune | activating gene 1

Transferrina Higado Neves et al., 2009

Ferritina Higado Neves et al., 2009

T cell receptor

Bazo and branquias

Faliex et al., 2008

Otros

Citocromo P450 1A1

Superdxido
dismutasa

Catalasa

Intestino

Pancreas, higado,
corazon, masculo,
espina and intestino
Pancreas, higado,
corazon, musculo,
espina and intestino

Calduch-Giner et al.,
2016

Tovar-Ramirez et al.,
2010

Tovar-Ramirez et al.,
2010
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2. Justificacion y objetivos

La produccion de acuicultura ecoldgica es una realidad en Espaiia, y aunque esta en una
situacion incipiente (1.450 toneladas) presenta un gran futuro en respuesta a la “preferencia de
determinados consumidores por productos obtenidos a partir de sustancias y procesos naturales”
(Reg. 834/2007). Los fundamentos basicos de la produccion ecoldgica se basan en la utilizacion
de las mejores practicas ambientales posibles, preservacion de los recursos naturales, y el elevado
nivel de biodiversidad, el bienestar animal, y obtenciéon de productos de calidad, que son
perfectamente aplicables a la produccion de animales acuéaticos.

Sin embargo, la propia normativa de produccion ecologica (Reglamento (CE) N°
889/2008 y N° 710/2009) impone unas limitaciones en la alimentacion (ingredientes, aditivos,
etc) y en el manejo (densidad, etc) que pueden suponer una reduccion en la productividad, que se
deberia compensar con una mayor calidad y valor del producto final. Por ello, es fundamental
evaluar la viabilidad de los piensos ecoldgicos, especialmente en aquellos que incluyan altos
porcentajes de fuentes vegetales ecologicas, que puedan influir en la salud del animal. Ademas,
la alimentacion es un factor clave en las infecciones parasitarias, que de no ser adecuada puede
romper el equilibrio huésped-hospedador, provocando una disminucion del crecimiento, mayores
mortalidades, y por lo tanto, una menor productividad.

Con todo ello, el objetivo general del presente trabajo fue evaluar la respuesta de lubinas
alimentadas con piensos con diferentes niveles de inclusion de harinas vegetales, afiadiendo
ademas la condicion de ecologicos, ante la infeccion por un parasito (Diplectanum sp.).

Siendo los objetivos especificos del experimento los que se describen a continuacion:

» Caracterizar el efecto dieta sobre el crecimiento y la supervivencia de los ejemplares en
las diversas fases del estudio: fase de engorde y fase de parasitacion.

» Estudiar las consecuencias de la respuesta ante la parasitacion dependiendo de la dieta
administrada.

» Determinar el efecto de la dieta en la expresion de genes relacionados con la respuesta
inflamatoria e inmune frente a una infeccion parasitaria.
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3. Materiales y métodos

3.1.  Aspectos éticos

El protocolo experimental se llevo a cabo siguiendo el Real Decreto 53/2013 y la
Directiva Europea 2010/63/UE sobre la proteccion de animales empleados para la investigacion
cientifica tras la evaluacion y aprobacién por el Comité de Etica y Bienestar Animal de la
Universitat Politécnica de Valéncia (UPV).

3.2.  Descripcion de la instalacion

La parte experimental de este trabajo se realizd conjuntamente entre el Laboratorio de
Acuicultura (LAC) y el Laboratorio de Biologia Molecular del departamento de Ciencia Animal
de la UPV. El LAC dispone de varias lineas de experimentacion, integradas en un circuito cerrado
de recirculacion de agua que permite realizar diversos experimentos con especies tanto de agua
dulce como de agua salada a distintas temperaturas. El actual trabajo se realiz6 en la linea 2 del
LAC, perteneciente al circuito cerrado de agua marina que, tras una correcta depuracion de la
misma, permite su reutilizacion evitando un gasto excesivo de agua. Esta linea consta de una red
de canaletas que recogen el agua de los tanques y la llevan a un filtro rotatorio, donde se eliminan
los s6lidos. Después, el agua pasa a un aljibe general y, a continuacion, a un biofiltro que elimina
el exceso de amonio. De este biofiltro, el agua pasa a otro aljibe desde el cual es enviada a los
tanques por medio de bombas de impulsion.

La instalacion también cuenta con una bomba de calor/frio para mantener la temperatura
del agua constante durante todo el afio. El aporte de oxigeno se realiza mediante un sistema de
aireacion con bombas electrosoplantes, que toman el aire del exterior, lo filtran y lo introducen
en los tanques mediante difusores de material poroso asegurando una distribucion uniforme del
aire en pequeflas burbujas. En caso de un fallo del sistema de aireacion, existe un sistema de
emergencia con el que se inyecta oxigeno al agua.

La linea 2 del laboratorio estd formada por 18 tanques de fibra de vidrio, de forma
cilindrica, con una capacidad de 1750 litros cada uno, de los cuales solo se usaron 9 para la
realizacion de este estudio. Los tanques se distribuyen en una fila doble, con soportes para la red
de agua, desagiie, aireacion y oxigenacion (Figura 8).

Figura 8. Distribucion de los tanques de la linea 2 en el LAC
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3.3.  Descripcion del ensayo completo

3.3.1. Peces y condiciones experimentales

Se utilizaron 450 juveniles de lubina ecoldgica (como los que se pueden observar en la
Figura 9) provenientes de la piscifactoria Sonrionansa (Pesues; Cantabria). Los animales fueron
transportados a las instalaciones de la UPV mediante una furgoneta adaptada para el transporte
de peces vivos. Antes de introducir los peces en los tanques se realizd una aclimatacion gradual
a la salinidad y temperatura del sistema. Ademas, durante las primeras dos semanas, los peces
fueron alimentados con un pienso ecologico comercial. Transcurrido este tiempo, se pesaron y se
introdujeron 50 peces en cada tanque.

Figura 9. Juveniles de lubinas ecolégica utilizados en la prueba

Los peces fueron alimentados manualmente hasta la saciedad en dos tomas diarias de
lunes a viernes (a las 9 am y a las 2 pm) y en una toma matinal los sabados. La cantidad ingerida
se registro diariamente. También diariamente, se controlaba la temperatura y el oxigeno disuelto
en el agua (oximetro portatil o sonda OxyGuard Handy Polaris) y dos veces por semana la
salinidad (refractometro, Hanna Instruments), el pH (tiras de papel tornasol) y la concentracion
de amonio, nitritos y nitratos (test colorimetro MERCK). Los valores medios obtenidos fueron:
21,53°C (temperatura), 7,62 mg/L (oxigeno disuelto), 7,02 (pH), 16,15%o (salinidad), 0,18 mg/L
(amonio), 0,25 mg/L (nitritos), y 92,32 mg/L (nitratos). El fotoperiodo utilizado fue natural y
todos los tanques tenian unas condiciones de iluminacion similares.

3.3.2. Piensos experimentales

Los piensos fueron elaborados en la instalacion de granjas departamento de Ciencia
Animal de la UPV siguiendo un proceso de coccion-extrusion mediante un extruder semi-
industrial (CLEXTRAL BC 45, St. Etienne, France). Cabe destacar que la UPV es una de las
pocas universidades publicas espafiolas que disponen de un extruder semi-industrial que permite
la fabricacion de piensos a gran escala experimental.
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Tabla 3. Formulacién y composicion nutricional de los piensos empleados

Piensos FM30 Control FM30 ECO FM25ECO
Materias primas (g kg™)
Harina de pescado (FM) 300 300 250
Trigo 179 22
Gluten de trigo 122
Salvado de espelta 10
Maiz 8
Harina de soja 218 504 586
Aceite de soja 72 59 55
Aceite de pescado (FO) 71 67 72
Fosfato Calcico 20 20 27
Taurina 5
Metionina 3
Vitaminas*® 10 10 10
Composicion nutricional (g 100 g™
MS)
Materia seca 92 92 92
Proteina bruta 47.2 46.7 46.1
Grasa bruta 154 17.1 17.1
Cenizas 8.1 9.2 93
Energia (kJ g™) 243 24 242

X Contiene: premezcla 25g; Colina: 10g; DL-a-tocoferol: 5g; acido ascorbico: 5g; Ca3(PO4): 5g. Composicion
premezcla por kg: acetato de retinol: 1 000 000 UI kg'!'; calcipherol: 500 UI kg-1; DL-a-tocoferol: 10g; bisulfito de
sodio menadiona: 0.8g; clorhidrato de tiamina: 2.3g; rivoflamina: 2.3g; clorhidrato de piridoxina: 15g;
cianocobalamina: 25g; nicotinamida: 15g; acido pantoténico: 6g; acido folico: 0.65g; biotina: 0.07g; acido ascorbico:
75g; inositol: 15g; betaina: 100g; polipéptidos: 12g.

De los tres piensos experimentales, dos de ellos debian contener la condicion de
ecoldgico, por lo que para su correcta elaboracion se siguieron los requisitos de la normativa de
produccion ecoldgica (Reglamento (CE) N° 889/2008 y N° 710/2009), es decir, se elimind la
suplementacion de los piensos mediante sustancias quimicas no permitidas (como aminoacidos
sintéticos) y se emplearon materias primas con certificacion especial. Se formularon 3 piensos
isolipidicos (18%) e isoproteicos (45%) con diferentes niveles de sustitucion de harina de pescado
por fuentes vegetales (Tabla 3): un pienso control FM30 Control con un 30% de harina de
pescado, pero sin ingredientes ecoldgicos y adicionando aminoacidos libres cumpliendo con las
necesidades de la especie (Tibaldi & Kaushik, 2005) , y dos piensos ecologicos experimentales
FM30 ECO y FM25 ECO, con un 30% y un 25% de harina de pescado, respectivamente,
cumpliendo la normativa ecologica. El perfil aminoacidico de cada uno de los piensos
experimentales se muestra en la Tabla 4.
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Tabla 4. Composicion de aminoacidos de los piensos experimentales.

Piensos FM30 Control FM30 ECO FM25 ECO

Aminoacidos esenciales' (g 100g™ en peso humedo)

Arginina 2,85 2,57 2,74
Histidina 0,74 0,94 0,90
Isoleucina 1,58 1,71 1,72
Leucina 2,82 2,94 2,96
Lisina 2,00 2,41 2,54
Metionina 1,25 0,77 0,70
Fenilalanina 1,76 1,79 1,77
Treonina 1,34 1,44 1,54
Valina 1,83 1,97 1,97
Aminoacidos no esenciales (g 100g™ en peso humedo)

Alanina 1,62 1,90 1,85
Acido aspartico 2,87 3,69 4,04
Cisteina 0,36 0,38 0,41
Acido glutamico 7,86 6,13 6,22
Glicina 1,79 1,91 1,90
Prolina 2,11 1,50 1,52
Serina 1,71 2,26 1,59
Tirosina 1,18 1,30 1,19
AAE/AANE 0,83 0,87 0,90

"Los piensos ecoldgicos no tienen suplementacion de AA sintéticos

3.3.3. Fases del ensayo
El disefio experimental del actual estudio se divide en dos fases (Figura 10). En la fase de
engorde se analizaron los indices de crecimiento y supervivencia, para los diferentes tratamientos.
En la fase de parasitacion se analizaron los mismos indices de la fase anterior, pero ademas se
afadieron analisis de parametros sanguineos y expresion génica en higado, que permitieron
establecer el grado de la parasitacion y sus efectos para los diversos tratamientos.

Fase de engorde Fase de parasitacion 4 %
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Figura 10. Resumen de las fases del experimento

Fase de engorde

La primera fase del ensayo se inicid el dia 18 de mayo de 2018 y se prolongd 196 dias,
hasta que las lubinas alcanzaron la talla comercial de aproximadamente 350 g. El crecimiento de
los peces durante esta fase fue evaluado mensualmente. Para ello, el primer lunes de cada mes, es
decir, con un intervalo entre muestreos de unos 28 dias, se realizaba un control del peso y de la
biomasa en cada tanque. En primer lugar, se vaciaban los tanques hasta la mitad de su nivel normal
y se extraian los peces mediante salabres, desde donde se llevaban a cubos con solucion de aceite
de clavo con un 87% de eugenol (Guinama ®, Espafia) y agua, que servia de analgésico para
facilitar su manejo y reducir en la medida de lo posible el estrés sufrido por los peces. Una vez
dormidos, se pesaban en una bascula digital. Ademas, en el primer y Gltimo muestreo de esta fase
el peso fue registrado de forma individual.
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Fase de parasitacion

La segunda fase del ensayo comenzd a continuacion de la fase de engorde (diciembre de
2018) hasta marzo de 2019. Mensualmente, se realizo el control de crecimiento de los peces,
como se ha descrito para la fase anterior. Ademas, en el primer y Gltimo muestreo de esta fase el
peso también fue registrado de forma individual.

A finales del mes de diciembre se produjo una averia en la bomba de calor de la
instalacion que gener6 unas condiciones de temperatura suboptimas para los peces (17,1-17,4°C).
Esta bajada de temperatura pudo contribuir a que algunos peces presentaran lesiones en la piel
compatibles con una dermatitis (Figura 11) como las descritas en trucha arcoiris (Red Mark
Syndrome o Strawberry disease) o en dorada (Rash petequal o punto rojo). En enero de 2019 se
enviaron muestras de peces que presentaban estas lesiones al laboratorio ICTIOVET S.C.P para
su necropsia y posterior analisis. Segun el informe del laboratorio, el aspecto macroscopico e
histologico de las lesiones de piel era compatible con una dermatitis crénica de tipo liquenoide.
Se trata de una condicion de piel de curso cronico/subagudo, que no suele estar asociada a un
nivel de mortalidad incrementado y que desaparecié en el momento en que se reguld la
temperatura. Adicionalmente, en las secciones de branquias se detecto la presencia de parasitos
monogenea Diplectanum sp, tal y como se observa en la Figura 11.

Figura 11. Patologias que presentaban los peces. (A) Aspecto macroscopico de la dermatitis (B) Diplectanum
sp. alojados en las branquias

Teniendo en cuenta que los animales se encontraban en circuito cerrado, se realizaron
tratamientos curativos con OX-VIRIN® (dosis de 100 ppm; 70 ml/tanque) durante tres dias
consecutivos. Para ello, se procedi6 a vaciar los tanques hasta la mitad de su nivel y se afiadio la
dosis de producto. Durante una hora se pard la recirculacion de agua funcionando solo la
aireacion. Estos tratamientos fueron realizados el 5, 6 y 7 de febrero de 2019. Ademas, para
monitorizar el grado de parasitacion en los peces, se procedio a contar el nimero de parasitos
presentes en las laminillas branquiales mediante el uso de una lupa model KTD-2 (Euromex
Arnhem) (Figura 12). El recuento parasitario se realiz6 de forma individual en aquellos peces que
aparecian muertos en los diferentes tanques.
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Figura 12. Lupa utilizada para el conteo de parasitos

En el muestreo final llevado a cabo en marzo de 2019, se procedio a anestesiar a los peces
en una disolucion de aceite de clavo (Img 100mL™"). A continuacion, se tomaron muestras de
sangre de 3 peces por tanque (total de 27 peces; Figura 13) de la vena caudal utilizando jeringuillas
tratadas con heparina (14 Ul/ml). Las muestras fueron refrigeradas (4°C) y remitidas al
laboratorio ICTIOVET S.C.P. para el analisis del hemograma.
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Figura 13. Resumen del proceso experimental del muestreo final (dia 286)

Una vez extraida la sangre, los peces fueron sacrificados mediante un corte en la sutura
branquial. Se extrajo el higado inmediatamente, el cual fue dividido en dos fragmentos o réplicas
que fueron introducidos en una solucion de RNAlater (Qiagen, Espafia). Se obtuvieron un total
de 27 muestras diferentes formadas por dos réplicas cada una, 9 por tratamiento (FM30 Control,
FM30 ECO y FM25 ECO) (Figura 13). Las muestras fueron mantenidas a 4°C durante 24 horas y
a continuacion a -80°C hasta el momento de los analisis de expresion génica.

3.4. Analisis de expresion génica
3.4.1. Extraccion de tRNA y paso a cDNA

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, Espana), y luego se tratd con Dnase I recombinant RNase-free (Roche, Francia), 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, Espafia). Solo las
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muestras que obtuvieron un ratio de absorbancia A260/280 entre 1,8 - 2 y A260/230 mayor de 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 sintetizo el cDNA a partir de 1 pg de tRNA usando el kit qScript 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
almaceno a -20 °C hasta que se analiz6 la expresion génica.

3.4.2. Real-Time Quantitative PCR (RT-qPCR)

Con el fin de evaluar el efecto del uso de distintos niveles de sustitucion de FM por fuentes
vegetales en piensos ecoldgicos ante un fenomeno de parasitacion, se seleccionaron una serie de
genes que por su relevancia fisiologica podrian estar afectados por las condiciones
experimentales.

Genes candidatos de estudio

Para un correcto analisis de la expresion génica, en primer lugar, es necesario seleccionar
un gen de referencia que permita normalizar la expresion de los genes en estudio. Para ello, se
buscd en la bibliografia (Tabla 5; Mitter et al,, 2009; Torrecillas et al,, 2015) genes de referencia
empleados en trabajos anteriores para analisis de expresion en lubina: Beta actina (Bactina);
Elongation factor 1 o (EFla) y Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GADPH). La
estabilidad de expresion en los diferentes grupos experimentales para la seleccion del gen de
referencia se realizd mediante el programa BestKeeper (Pfaffl et al., 2004). Valores con una
desviacion estandar menores de 1, se consideran genes lo suficientemente estables para ser
utilizados como genes de referencia.

Ademas de los genes de referencia, también se probaron 15 posibles genes diferenciales
(Tabla 5). Tanto en los genes de referencia como en los genes diferenciales, se evaluod su expresion
en tres pools, una para cada tratamiento, procedentes de la adicion de 1pl cada muestra de cDNA
para ese tratamiento diluidos en agua libre de DNAsas (Sigma-Aldrich, Germany) hasta conseguir
una dilucion de 1/20, permitiendo ver de forma rapida el posible efecto de las condiciones
experimentales en su expresion.

En relacion a los genes diferenciales seleccionados, se encuentran genes relacionados
respuesta innata como las citoquinas proinflamatorias Interleucina 1 f (IL-1pB), Interleucina 10
(IL10), Interleucina 6 (IL6) e Interleucina 8 (IL8), u otras moléculas proinflamatorias como el
Factor de necrosis tumoral (TNFa), Caspasa 3 (Casp3), Caspasa 9 (Casp9) y Ciclooxigenasa 2
(COX2) (Torrecillas et al,, 2015). Ademas también se incluyeron aquellos genes relacionados con
la respuesta inmune ante las infecciones parasitarias, destacando el Factor de crecimiento
transformante (TGFB) y T cell receptor  (TCRp) que ejercen un papel principal en ésta, entre los
cuales también se encuentran los genes que codifican para anticuerpos Inmunoglobulina (Ig) o
para proteinas presentes en las células inmunes, CD4 y CD8a (Faliex et al,, 2008; Torrecillas et
al,, 2015). Asimismo se estudiaron genes que estaban relacionados tanto con el sistema inmune
como con el metabolismo del hierro, directamente relacionado con la anemia, una patologia
recurrente en condiciones de parasitacion, como la Transferrina (Trf) y la Ferritina (Fth) (Witeska,
2015)(Neves et al., 2009).
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Tabla 5, Listado de los primers correspondientes a los genes candidatos (diferenciales y de referencia) para el
analisis de RT-qPCR

Gen N° de Forward Reverse Tm  Referencia
acceso °O)
GenBank
Genes diferenciales

Casp3 DQ345773 | CTGATTTGGATCCAGGCATT CGGTCGTAGTGTTCCTCCAT 60 | Torrecillas et al., 2015
Casp9 DQ345775 | GGCAGGACTCGACGAGATAG CTCGCTCTGAGGAGCAAACT 60 | Torrecillas et al., 2015

CD4 AM491135 | GTGATAACGCTGAAGATCGAGCC | GAGGTGTGTCATCTTCCGTTG 52 Boschi et al., 2011

CD8a AJ846849 | CCACTGCATGCGCCGGTGAGG GTGGACGTCGACTTAAACGTG 55 Boschi et al., 2011
COX2 AJ630649 | CATTCTTTGCCCAGCACTTCACC AGCTTGCCATCCTTGAAGAGTC 52 Torrecillas et al., 2015

Fth FJ197144 | AACCATGAGTTCTCAGGTGAG TTAGCTGCTCTCTTTGCCCAG 59 Neves et al., 2009
Ig AJ400233 | GAGCTGCAGGAGGACAGTG TCAGACTGGCCTCACAGCT 52 | Torrecillas et al., 2015
IL-1B AJ537421 | ATTACCCACCACCCACTGAC TCTCTTCCACTATGCTCTCCAG 58 Torrecillas et al., 2015
IL10 AM268529 | ACCCCGTTCGCTTGCCA CATCTGGTGACATCACTC 52 | Torrecillas et al., 2015
IL6 AM490062 | ACTTCCAAAACATGCCCTGA CCGCTGGTCAGTCTAAGGAG 60 | Torrecillas et al., 2015
IL8 AM490063 | GTCTGAGAAGCCTGGGAGTG GCAATGGGAGTTAGCAGGAA 60 | Torrecillas et al., 2015
TCRB AJ493441 | GACGGACGAAGCTGCCCA TGGCAGCCTGTGTGATCTTCA 52 | Torrecillas et al., 2016
TGFB | AM421619 | GACCTGGGATGGAAGTGG CAGCTGCTCCACCTTGTG 52 Torrecillas et al., 2015
TNFa DQ200910 | ACAGCGGATATGGACGGTG GCCAAGCAAACAGCAGGAC 58 Torrecillas et al., 2015

Trf FJ197144 | CAACAGTATGGGTGCTGACG ACTGGCAGAGCACTTGGACT 59 Neves et al., 2009

Genes de referencia

Pactina | AJ269472 ATGTGGATCAGCAAGCAGG AGAAATGTGTGGTGTGGTCG 58 Torrecillas et al., 2015
EFla AJ866727 GCTTCGAGGAAATCACCAAG CAACCTTCCATCCCTTGAAC 60 | Torrecillas et al., 2015

GADPH | AY863148 GTGCCAGCCAGAACATCAT TGTCGTCATATTTGGCGGGTTTC | 57 Mitter et al., 2009

Condiciones del ensayo

Los ensayos de RT-qPCR y los analisis de expresion génica fueron llevados a cabo

mediante el equipo qPCR LightCycler® 96 Instrument (Roche). Para el ensayo se emplearon
placas de 96 pocillos, que presentaban un volumen final de 10 pl donde se incluye 3 pl de muestra
cDNA (diluciéon 1/20), 5 pl de Light cycler® 480 SYBR® Green I Master (Roche) y 1 ul tanto
de primer forward como de reverse (dilucion 1/20).

Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes. Después de una activacion inicial
de la polimerasa a 95°C durante 10 min, se realizaban 40 ciclos de amplificacion PCR con las
siguientes condiciones: 95°C durante 1s y 60°C durante 30s para todos los genes. A fin de evaluar
la especificidad, se realizo una curva de melting directamente después de la PCR incrementando
la temperatura (1°C/min) desde 60 hasta 97°C, manteniendo un registro continuo de los cambios
en la intensidad de fluorescencia emitida por cada pocillo.

Con el objetivo de registrar la eficiencia de los primers para las condiciones del presente estudio,
se realizaron curvas de calibrado para cada gen. Se prepararon diluciones consecutivas (1/8 -
1/2048), a partir de los pools de los diferentes tratamientos, y se realizo una qPCR con las mismas
condiciones establecidas con anterioridad. Con los resultados obtenidos se realiza una curva, y la
eficiencia del par de primers vendra determinada por la pendiente de la curva. Ademas, seafiadio
un calibrador por gen y por placa, que permitié observar la posible variacion entre placas debido
a factores humanos. Como calibrador se empled un pool de muestras de cada uno de los
tratamientos.
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La cuantificacion relativa de los resultados se realizé siguiendo el método 2-44¢ (Schmittgen &
Livak, 2008), que permite expresar la expresion del gen cuantificado en valores relativos al valor
expresion del gen de referencia para esa muestra, aplicando la siguiente formula:

Ratio Normalizado=ECT(O)CtTE) x E, CRE)CRC)

Doénde:
E1/Er: Eficiencia de la amplificacion del gen diferencial/gen de referencia

Cir/Cw: Numero del ciclo en el que se da la deteccion del nivel basal de fluorescencia (crossing
point)en el gen diferencial/gen de referencia

C: Calibrador

S: Muestra desconocida

3.5. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se realizé mediante el programa estadistico SAS 9,4
software (SAS Institute Inc, Cary, NC, USA). Para ello se realizo un analisis de la varianza
considerando el efecto dieta como el factor principal. En las variables de peso registradas durante
la fase de parasitacion, se empled como covariable el peso inicial registrado a 196 dias. Las
variables que presentaban una distribucion normal fueron analizadas con el procedimiento GLM
y aquellas con una distribucion no normal (Casp9) con el procedimiento GLIMMIX. En este
ultimo caso se asumio una distribucion de Poisson.

El test de Tukey-Kramer fue el método utilizado para comparar las medias ajustadas entre los
grupos experimentales. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando p
< 0,05. Los resultados se han expresado como la media =+ ES (error estandar de la media).
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4. Resultados
4.1. Fase de engorde

Las curvas de crecimiento de los grupos experimentales estudiados fueron similares
durante la mayor parte de esta primera fase, sin embargo, en el Ultimo mes, entre el muestreo
realizado a 168 y 196 dias, se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos. El grupo alimentado con el pienso control presentdé un mayor crecimiento que los
grupos alimentados con los piensos FM30 ECO y FM25 ECO (Figura 14).
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Figura 14. Curvas de crecimiento en ambas partes del experimento para todos los tratamientos, donde ‘*’
indica una diferencia significativa entre el grupo FM30 Control y el resto

La mortalidad durante esta primera etapa fue muy baja, manteniendo niveles inferiores al
5%, y sin diferencias entre tratamientos, obteniéndose unas tasas de supervivencia 6ptimas para
todos los grupos experimentales. Esta mortalidad se atribuye principalmente al estrés causado en
el manejo de los peces durante los muestreos (Figura 15).

Fase de engorde Fase de parasitacion
100 ‘—Ieﬂz-_s-thi

£ 80
g 60
Q
2
> 40
Q
(=9
3 20

0

0 50 100 150 200 250 300 350

Tiempo (dias)

—&—FM30 Control —@®—FM30ECO —@—FM25ECO

Figura 15. Porcentaje de supervivencia para todos los tratamientos en ambas fases del experimento
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4.2. Fase de parasitacion

4.2.1. Crecimiento y supervivencia

Durante la segunda fase, se observaron diferencias significativas en el crecimiento entre
los peces alimentados con el pienso control (FM30 Control) y los alimentados con los piensos
ecologicos (FM30 ECO y FM25 ECO) (Figura 14). Ademas, entre el muestreo del dia 256 y el
muestreo del dia 286 tuvo lugar una etapa critica, que se pone de manifiesto con una acusada
disminucion de la pendiente de la curva de crecimiento (Figura 14), que afect6 a todos los grupos
experimentales pero en mayor medida a los peces alimentados con el pienso FM25 ECO, que no
solo interrumpieron su crecimiento, sino que perdieron peso. Los peces del tratamiento FM30
Control disminuyeron su ritmo de crecimiento, aunque se mantuvo a unos niveles aceptables
considerando el cuadro clinico.

Como se muestra en la Tabla 6, los peces alimentados con el pienso FM30 Control
presentaron un mayor peso que los peces alimentados con los piensos ecologicos, a 196 y 256
dias. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre tratamientos para el peso
registrado en el muestreo final (286 dias), que en parte puede deberse que en el muestreo final se
pesaron menos peces que en el resto de los muestreos. No obstante, numéricamente se puede
observar un peso mas elevado en los peces alimentados con el pienso FM30 Control frente a los
piensos ecoldgicos, y, entre estos Gltimos, un peso mayor en los alimentados con FM30 ECO
frente a los FM25 ECO.

Tabla 6. Pesos registrados durante la fase de parasitacion para los diferentes tratamientos experimentales.

FM30 Control | FM30 ECO | FM25 ECO p-value
Peso final engorde! (g) 354 +10,2° 310+10,2° 312+10,2° 0,037
Fase parasitacion
Peso intermedio? (g) 379+8,7% 375+6,5° 347 +6,5° 0,013
Peso final® (g) 401+50,1 376 £38,5 331 £37.4 n.s

Los datos son las medias + error estandar (n=3). Datos con diferentes superindices indican diferencia significativas
(p<0,05). Test de Tukey-Kramer. ! a 196 dias; 2 a 256 dias; * a 286 dias.

La supervivencia sigue la misma tendencia que en la fase de engorde, sin embargo, a
partir del muestreo del dia 196 se observa un pronunciado incremento de la mortalidad. Pese a
esto, los niveles de supervivencia se mantienen alrededor del 70% (Figura 15).

Finalmente, los resultados del grado de parasitacion registrados durante esta fase no
mostraron diferencias significativas entre los distintos tratamientos (Tabla 7). A pesar de ello, se
muestra una diferencia numérica relevante entre tratamientos, con una carga parasitaria superior
en los peces del tratamiento FM25 ECO, seguido de los peces alimentados con el FM30 ECO y
por ultimo los del FM30 Control. Es importante destacar que el recuento de parasitos se realizo
en las bajas que se producian en los diferentes tanques, y por ello, el nimero de peces analizados
por tratamiento es diferente. Esto se ve reflejado en los elevados errores obtenidos.

Tabla 7. Recuento de parasitos para los diferentes tratamientos experimentales

FM30 Control | FM30 ECO | FM25ECO p-value
Recuento de parasitos

(N° de parisitos/pez) 15+15,1 25 £15,1 33+123 n.s

Los datos son las medias + error estandar (n=2 para FM30 Control y FM25ECO, n=3 para FM30 ECO). Datos con
diferentes superindices indican diferencias significativas (p<0,05). Test de Tukey-Kramer.
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4.3. Parametros sanguineos

Los valores de hematocrito no presentaron diferencias significativas entre tratamientos
(Tabla 8). No obstante, si se observa una diferencia numérica importante, especialmente para el
grupo FM ECO25 que presenta unos valores de hematocrito inferiores a los valores normales para
la lubina (51+5%) y podrian ser indicadores de una situacion de anemia.

En el caso del recuento de las células leucocitarias totales, tampoco se observaron
diferencias significativas entre tratamientos, pero todos los grupos presentaron unos valores por
debajo de los valores promedio descritos para la especie (30.900+8.350 cel/ul). Asimismo, el tipo
celular predominante en los recuentos leucocitarios fue el linfocitario, el cual tampoco vari6 entre
tratamientos. Estos resultados son compatibles con un cuadro de inmunosupresion. Esta condicion
puede ser un factor de predisposicion al problema parasitario en branquia o consecuencia de una
condicion patologica crénica.

Tabla 8. Parametros sanguineos para los diferentes tratamientos experimentales

Parametros sanguineos Dieta p-value
FM30 Control | FM30 ECO | FM25 ECO
Hematocrito (%) 57,2+£6,42 47,5+6,42 | 43,1 +6,42 n.s
Recuento leucocitario (c€lulas/pl) | 2651 = 1979 2652 £ 1979 | 6659 £ 1979 n.s
Linfocitos (células /ul) 2986 + 2049 1413 +£2049 | 6052 + 2049 n.s
Linfocitos (%) 78,7+ 7,27 642+727 | 782+727 n.s

Los datos son las medias + error estandar (n=3). Datos con diferentes superindices indican diferencia significativas
(p<0,05). Test de Tukey-Kramer.

4.4.  Andlisis preliminar de expresion

Tras someter el analisis de estabilidad de BestKeeper se establecio el EF1a como mejor
gen de referencia debido a los altos valores de desviacion estandar (SD) de los genes Pactina y
GADPH.

En la Figura 16 se muestran los resultados de RT-qPCR de los pools de cDNA para los
diferentes tratamientos. Se representan en funcion de su resultado de Ct, que indica el nimero de
ciclos minimo necesario para que una muestra llegue al nivel de fluorescencia detectable; por
tanto, se puede sobreentender que a menor nivel de Ct, menor ntimero de ciclos y con ello mayor
expresion. Se registro, de forma generalizada, un mayor nivel de expresion en el pool del
tratamiento FM25 ECO, mientras que FM30 Control y FM30 ECO mostraron valores similares.
La seleccion de los gens se baso en su relevancia bioldgica y su nivel de expresion (niveles de Ct
mas bajos). El TGF-B, el TCR- y la 111 presentan un papel central en la expresion de enzimas
relacionadas con la activacion de la respuesta inflamatoria en la defensa contra parasitos para
Dicentrarchus labrax (Faliex et al., 2008) por tanto fueron afiadidos al estudio. Ante el cuadro de
anemia presentado por los peces, se decidid estudiar los genes Trf y Fth por su relacion con la
respuesta inmune y el metabolismo del hierro. Finalmente entre el grupo de citoquinas se
seleccionod 116 ya que presenta unas mayores diferencias entre tratamientos, y para el grupo de
moléculas proinflamatorias se selecciond Casp9, ya que se trata de un iniciador de la apoptosis
celular frente a Casp3 que se trata de un producto intermedio de esta reaccion.

Por tanto, la lista de genes estudiados para el total de las muestras fue: EFla como gen
de referencia, y como genes experimentales, Trf, Fth, TGF-p, TCR-p, Casp9, 11-1p y 116.
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Figura 16. Niveles de expresion para los genes diferenciales empleando la pool de cada tratamiento

4.4.1. Curvas estandar
Los analisis de curvas estandar establecieron un buen funcionamiento de los primers para
las condiciones del presente trabajo(1.8<Eficiencia<2,11;Tabla 9).

Tabla 9. Parametros de las curvas estindar para los genes seleccionados

Genes Eficiencia R? Pendiente
Casp9 1,90+0,23 0,9951 -3,5919
Fth 1,85+0,69 0,9700 --3,4152
I-1p 1,89+40,73 0,9500 -3,6200
116 1,81+1,11 0,9200 -3,8800
TCR-B 2,00+0,23 0,9900 -3,3124
TGF- 2,101+0,78 0,8977 -2,9067
Trf 1.834+0,95 0,9400 -3,7362

4.4.2. Calibradores

En la Figura 17 se pueden ver los valores obtenidos para los calibradores empleados en
las diferentes placas. Los genes que solo presentan un calibrador se deben a que su analisis se
realizd en una sola placa de qPCR, mientras que los que presentan dos datos es porque se
realizaron en dos placas. Estos datos son realmente utiles para regular los datos de expresion
gracias al método de 224, explicado en el punto anterior, reduciendo asi la variabilidad entre
placas. En general en la grafica se observa unos datos muy similares, lo que indica unas
condiciones semejantes entre placas.
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Figura 17. Valores de expresion relativa (Ct) en los calibradores empleados

4.5. Analisis final de expresion relativa

De todos los genes diferenciales estudiados, solo se observaron diferencias
estadisticamente significativas para el gen TGF-  (Tabla 10), con un nivel de expresion superior
en el tratamiento FM30 control respecto a los tratamientos FM30 ECO y FM25 ECO, los cuales
no mostraron diferencias significativas entre ellos. Por otra parte, se observa cierta tendencia en
la expresion de los genes Casp9, donde el tratamiento FM25 ECO muestra una respuesta superior
que FM30 control y FM30 ECO, y TCR- B, donde el tratamiento FM30 ECO muestra una
respuesta inferior que FM30 control y el tratamiento FM25 ECO se muestra en un punto
intermedio.

En cuanto al gen 116, su expresion fue tan reducida que sobrepasaba el limite inferior de
deteccion del gPCR LightCycler® 96, se infiri6 este hecho ya que para las muestras de las que se
pudo extraer parametros se obtuvieron Ct realmente altos, alrededor de 37-38. Se observa, por
tanto, una expresion muy baja para ambas interleucinas (excepto para IL1B en el grupo FM25
ECO).

Tabla 10. Niveles de expresion relativa de los diferentes genes por tratamiento

Genes FM30 control FM30 ECO FM25 ECO p-value
Casp9 0,349340,1970 0,367640,2021 1,008540,3348 n.s
Fth 0,6817+0,2137 0,9148+0,2137 0,4072+0,2137 s
IL1B 0,0376+0,3921 0,0162+0,3395 0,6337+0,2772 s
116 - - - -
TCR-B 1,020840,1733 0,496540,1733 0,820240,1733 n.s
TGEF- B 1,385340,1897° 0,611840,1897" 0,702540,1897" 0,0156
Trf 1,102740,5788 1,9078+0,5457 0,9284+0,5457 s

Los datos son las medias + error estandar (n=3).

(p<0,05). Test de Tukey-Kramer.
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5. Discusion

Uno de los aspectos mas relevantes de este estudio es su larga duracion, permitiendo
observar como respondieron los ejemplares frente a condiciones patologicas y de estrés
(Carnevali et al., 2006; Faliex et al., 2008; Lu et al., 2013; Torrecillas et al., 2017). Tal y como se
ha mostrado en resultados, los grupos estudiados presentaban indicadores de unas condiciones de
salud deficientes, que se van a detallar con mayor profundidad a continuacion, entre los que se
encuentran un cierto desequilibrio dietario de AAE, el cuadro de anemia, la inmunosupresion y
la parasitacion por Diplectanum sp.

Fase de engorde

Los resultados mostraron que al final de la fase de engorde, y antes de la fase de
parasitacion, el grupo control registré un mayor crecimiento. Sin embargo, y debido a que no
hubo un factor estresante ambiental, la supervivencia en todos los grupos estaba de los valores
normales para esta especie. Estas diferencias de crecimiento podrian haber sido causadas por el
perfil de aminoacidos de las dietas ECO. Con respecto al nivel de AAE en los piensos, el pienso
control presentd un nivel mayor de metionina (1,25 g 100g™") que los piensos ecologicos (0,77 y
0,70 g 100g'en FM30 y FM25, respectivamente) debido a la suplementacion con metionina
sintética en el pienso control para cubrir las necesidades de la especie. La lisina, sin embargo,
tenia un contenido inferior en el pienso control (2 g 100g™!) frente a las ecologicas (2,41 y 2,54 g
100g'en FM30 y FM25, respectivamente), aunque cubria las necesidades aminoacidicas para el
optimo crecimiento de esta especie (Peres & Oliva-Teles, 2006). En los AAE restantes, los valores
para los diferentes piensos son similares. La proporcion de AEE/AANE es mas baja en el pienso
control. Esto se debe a la mayor cantidad de AANE en el pienso control, principalmente a causa
del alto valor de acido glutamico (7,86 g 100g™!) frente a los pienso ecoldgicos (6,13 y 6,22 g
100g! en FM30 y FM25, respectivamente).

Por tanto, la principal diferencia entre los piensos ecoldgicos y el pienso control, se trata
de la deficiencia de AAE, concretamente metionina, que es uno de los AA mas limitantes en la
sintesis proteica para los peces (Martinez-Llorens et al., 2007) y por lo tanto, una deficiencia en
este AAE, puede provocar una disminucion del crecimiento, como se ha observado en el presente
trabajo, y una reduccion de la eficiencia alimentaria, como se ha observado en varios trabajos
previos (Martinez-Llorens et al., 2012; Nogales Mérida et al., 2010).

Fase de parasitacién

Al finalizar la fase de engorde, tuvieron lugar una serie de cambios en las condiciones
experimentales que provocaron una fase de estrés que acabaron afectando al crecimiento y
supervivencia de los peces. Paralelamente a la fase de estrés, los peces empezaron a mostrar
sintomas parasitacion, registrando una mayor incidencia en los tratamientos ecologicos respecto
a los control. Ya que esta dualidad se presentd en la segunda fase, se estima las alteraciones
observadas tanto en términos de crecimiento como de supervivencia puedan ser debidos a un
estado de inmunosupresion.

Como se comento en la introduccion, la alimentacion es factor clave en el mantenimiento
del estado inmunitario de los peces. Los piensos estudiados no presentaron el mismo perfil
aminoacidico, destacando las diferencias en metionina. Aminoacido que ejerce un papel crucial
en el sistema inmune innato en la lubina (Li et al., 2007). Se ha observado que la metionina es
capaz de aumentar la capacidad antioxidante gracias al aporte de cisteina para la produccion de
glutation (Azeredo et al., 2017). Ademas, su importancia en la respuesta innata humoral se ha
puesto en relevancia gracias a estudios de suplementacion aminoacidica en las dietas de peces
(Azeredo et al., 2017; Machado et al., 2015).
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Por tanto, no seria aventurado afirmar que la metionina tiene un papel central en la
respuesta de la activacion de la respuesta inmune (Azeredo et al., 2017), y su carencia podria
afectar sistema de defensa de la lubina ante procesos infecciosos o de parasitacion. Cabe destacar
que los datos de nivel de parasitacion son limitados, y por tanto con el fin de confirmar esta
relacion, deberian realizarse estudios estadisticos con un mayor nimero de peces con diferentes
niveles de suplementacion.

La anemia es una afeccion que produce un descenso de la concentracion de hemoglobina
y el recuento de eritrocitos resultando en una escasez de oxigeno en los tejidos, produciendo en
el pez un desajuste de nivel de desarrollo y crecimiento. El individuo para combatir esta patologia
suele llevar a cabo una accidon compensatoria aumentando el numero de eritroblastos en sangre
periférica o una division amitotica de los eritrocitos circundantes, pero para realizar esta accion
compensatoria es necesario que las condiciones nutricionales y ambientales del animal sean
optimas (Witeska, 2015). Diferentes autores han descrito procesos de anemia para Dicentrarchus
labrax causados por concentraciones toxicas de nitritos en el agua, observandose un descenso del
nivel de hemoglobina (Scarano et al., 1984). También se han observado descensos del nivel de
hemoglobina por infecciones, ademas de un descenso del nivel de hematocrito y del conteo de
eritrocitos (Horton & Okamura, 2003). Ademas, en el presente estudio se observo un destacado
descenso a nivel de hematocrito respecto al nivel de individuo sano de la especie, por lo que se
presenta relacion con los datos obtenidos por Horton & Okamura en 2003. Este tipo de anemias
suelen estar producidas por una pérdida de volumen de sangre, debido a la alimentacion del
parasito, ya que este puede alimentarse de esta sangre directamente o inducir sangrados internos
(Witeska, 2015). Sin embargo, también se ha demostrado que deficiencias nutricionales pueden
llegar a producir anemia, aunque los niveles de deficiencia requeridos para producir esta patologia
varian entre especies (Witeska, 2015). Al analizar los parametros sanguineos por tratamientos se
observa que el cuadro de anemia esta presente unicamente en los peces alimentados con piensos
ecoldgicos, mientras que los alimentados con el pienso control se encuentran dentro de los valores
normales de individuo sano para la especie. Este efecto dieta podria estar debido a una deficiencia
nutricional en los piensos ecoldgicos, no obstante, no se observo ningun indicativo de carencia
nutricional en el crecimiento de los peces alimentados con estos piensos durante la fase de
engorde, por lo que, esta hipotesis resulta poco probable. Finalmente, las diferencias a nivel de
hematocrito vienen a confirmar la hipdtesis de la importancia capital de la metionina en la
respuesta inmune, aumentando el efecto de la parasitacion cuando hay deficiencias de este
aminodacido en la alimentacion.

La inmunosupresion es un estado comun entre peces sometidos a un nivel de elevado
estrés (Carbone & Faggio, 2016; Vazzana et al., 2002). El estrés actta principalmente sobre el
sistema neuroendocrino induciendo la liberacion de corticosteroides y catecolaminas. En
teledsteos destaca el cortisol como principal corticosteroide, es por ello por lo que, los niveles de
cortisol y glucosa en plasma son los principales indicadores de estrés entre estas especies. Con
niveles altos de cortisol-glucosa se producen cambios en el metabolismo y procesos celulares,
incluyendo una reduccion de la capacidad del sistema inmunitario (Castro et al., 2011; Machado
et al., 2015; Vazzana et al., 2002). De los resultados de recuento leucocitario obtenidos en el
presente experimento se establece un cuadro de inmunosupresion, que indica por tanto un alto
nivel de estrés en la totalidad de los peces del estudio. Por tanto, un cuadro de inmunosupresion
puede favorecer la presencia de episodios infecciosos o parasiticos, como el observado en el actual
trabajo. Esta condicion estresante puede venir dada en parte por la dieta, debido a los altos niveles
de proteina vegetal utilizada, y por ende a los factores antinutritivos presentes en todos los
tratamientos. Este condicion estresante fue general en todos los peces, también ha sido observada
en estudios anteriores de sustitucion para otras especies tales como en Dorada (Sparus aurata)
(Estruch et al., 2015; Estruch et al., 2018).
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Los analisis de expresion génica obtenidos aportan aspectos clave en el estudio de la
respuesta inmune frente a la parasitacion, pese a la falta de significacion estadistica en ciertos
genes. Esta falta de significacion se debe posiblemente a unos niveles de error elevado
producidos, principalmente por la alta variabilidad en la respuesta de los peces.

La citoquina TGF-f juega un papel central en la inmunidad innata de los peces, la cual
supone el principal sistema de defensa frente a enfermedades parasiticas. Se ha demostrado que
su expresion influye en la activacion del proceso de inflamacion. Cabe destacar que TGF-B se
trata de una citoquina antinflamatoria, por tanto esta citoquina impide el desarrollo de una
reaccion inflamatoria desmesurada restringiendo esta inflamacion a los puntos afectados por la
parasitacion (Faliex et al., 2008; Lu et al., 2013). Concretamente se han establecido estudios que
afirman TGF-p puede inhibir la sobreproduccion de IL-1p, una de las principales citoquinas
inflamatorias, o afectar al funcionamiento de los macréfagos (activados mediante TNFa)
inhibiendo su respuesta de 6xido nitrico (Zou & Secombes, 2016). Pese a tener principalmente
una funcioén antinflamatoria, TGF-f es capaz de actuar de forma variable dependiendo de su nivel
de concentracion. Se comporta como una citoquina proinflamatoria a bajas concentraciones
(favoreciendo una rapida actuacion de la respuesta innata) y como un citoquina antinflamatoria a
altas concentraciones, manteniendo un equilibrio inmunoldgico necesario para controlar la
respuesta inmune frente a una parasitacion/inflamacion (Faliex et al., 2008). Esta variabilidad es
la que permite que no se elimine totalmente IL-1B de los tejidos manteniéndolo a un nivel basal
(Zou & Secombes, 2016). Ademas, TGF-B, promueve la fibrosis y estimula la produccién de la
matriz extracelular por los fibroblastos, por tanto, esta citoquina ejerce ademas un importante
papel de regeneracion celular y curacion de heridas. En este estudio TGF-B presenta expresion
diferencial entre el tratamiento control y los tratamientos ecoldgicos, presentando una mayor
expresion en el grupo control. Considerando los resultados de TGF- se pueden establecer
diferentes hipotesis basadas en estudios anteriores, no obstante, observando el nivel realmente
bajo de enzimas proinflamatorias (IL-1 B y IL-6) que se ha obtenido en el presente trabajo, se
puede afirmar que el nivel de TGF- presente entre los individuos alimentados con el pienso
FM30 Control, ejerce un papel de regeneracion celular y tratamiento de heridas producidas por el
Diplectanum sp.; en cambio, el bajo nivel en los individuos alimentados con los piensos
ecologicos puede deberse a un agotamiento del sistema inmune para este gen (siguiendo el cuadro
de inmunosupresion), debido a que han sido afectados en mayor medida por el parasito. Se pone
de manifiesto nuevamente la diferencia de la respuesta entre los ejemplares del tratamiento control
y los tratamientos ecoldgicos.

Pese a no mostrar diferencias significativas entre grupos, numéricamente se puede
observar un efecto del factor dieta para los genes TCR-f (p-value= 0,1188) y Casp-9 (p-
value=0,1548). El TCR-p se trata de un receptor de linfocitos T, por tanto, se analiza como un
indicador para observar la posible implicacion del sistema inmune adaptativo en la respuesta
frente a la patologia. Faliex et al. (2008) demuestra que no existe una diferencia para la expresion
de TCR-p entre lubinas parasitadas con Diplectanum aequans y lubinas no parasitadas, ni en las
branquias ni en el bazo, y por tanto sostiene que el sistema inmune adaptativo no esta tan
relacionado con la respuesta a la parasitacion como la inmunidad innata. No obstante, esto no
coincide con nuestros resultados numéricos donde se observa una diferencia entre los ejemplares
del tratamiento FM30 Control que presentan un valor superior descriptivamente a los ejemplares
de FM30 ECO, indicando una mayor actuacion del sistema inmune adaptativo en FM30 Control,
resultado que coincide con el recuento de parasitos. Sin embargo, no se puede establecer una
afirmacion concluyente con estos datos, y por tanto se necesita una mayor investigacion en este
aspecto.
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Por otro lado, en las respuestas inflamatorias se establece una relacion entre 7oll-like
receptors (TLRs), que se trata de unos receptores de reconocimiento de patoégenos, y los
receptores intracelulares de patogenos NOD-like receptors (NLRs), induciendo la expresion de
IL-1PB y propiciando la formacion del complejo inflamasoma en el cual se activan las caspasas
(Alvarez-Pellitero, 2008). En este experimento se puede observar una relacion entre los niveles
de expresion de IL-1B (p-value=0,3156, pese a este elevado p-value las diferencias entre los
resultados numéricos son destacables) y Casp-9 del tratamiento FM25 ECO ya que, en ambos
genes, los ejemplares de este tratamiento presentan unos niveles de expresion mas elevado que
los ejemplares para el resto de los tratamientos. Faliex et al. (2008) observo que la parasitacion
(Diplectanum aequans) dio como respuesta un aumento de la expresion de las citoquinas
proinflamatorias, sin embargo, esto no corresponde con los datos obtenidos en el actual estudio.
Se podria hipotetizar que los niveles de expresion de este gen fueron tan bajos debido a que las
muestras se tomaron en un periodo en el cual la respuesta inmune se encontraba en una fase
cronica (inmunodeprimida), frente a la incapacidad de eliminar el parasito.

En resumen, la diferencia entre el pienso FM30 Control y los piensos ecologicos radicaba
en una carencia de metionina. Esta carencia provoc6 una diferencia de crecimiento significativa
durante la fase de engorde. La metionina ejerce un importante papel en la respuesta inmune innata,
por tanto, su deficiencia en los piensos ecoldgicos provocod un mayor nivel de parasitacion
(Diplectanum sp.) en los peces alimentados con ellos. La anemia se ha establecido como un efecto
directo de la parasitacion, por tanto, los grupos mas afectados por la parasitacion (FM30 ECO y
FM25 ECO) presentaban un mayor cuadro de anemia. Por otra parte, se observo, que el estado de
inmunosupresion se dio de forma generalizada, debido a una alimentacion continuada con dietas
con altos niveles de sustitucion vegetal. Finalmente, para este estudio el TGF-3, que mantuvo una
funcién de reparacion y regeneracion celular, muestra un nivel de expresion bajo en los peces
alimentados con piensos ecoldgicos frente a los peces alimentados con el pienso FM30 Control.
Esta diferencia se justifica por un estado de agotamiento de la respuesta inmune en los peces
alimentados con piensos ecologicos. También se obtuvieron datos numéricos que representan
indicios de diferencias para los genes TCR-f, Casp9 e Il-1B, sin embargo, se necesitan mas
estudios al respecto para confirmarlas.
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6.

Conclusion

Los resultados del estudio sobre la respuesta de lubinas alimentadas con piensos con bajos
niveles de harina de pescado y ecologicos, frente a la infeccion de un parasito (Diplectanum sp.),
nos permiten concluir que:

>

En la fase de engorde los peces alimentados con el pienso control, presentaron mayores
crecimientos, debido principalmente, a que en los otros grupos los piensos presentaban
un desequilibrio en el perfil de aminoécidos. Sin embargo, la supervivencia entre los
diferentes grupos del estudio fue similar y dentro de los valores normales para la especie.
Durante la fase de parasitacion se observo una ralentizacion en el crecimiento de los
peces, especialmente en el grupo alimentado con el pienso FM ECO25. Se estima, por
tanto, que esta diferencia viene determinada por un aspecto de respuesta inmune frente al
parasito.

Se detectaron anemia e inmunosupresion durante la fase de parasitacion, generadas
debido una alta condicion de estrés en los ejemplares. Se ha detectado una influencia
significativa de la dieta en el nivel de la anemia, y ademas se destacod el nivel de
parasitacion como origen para esta patologia.

Por otra parte, la inmunosupresion se presenta generalizada en todos los tratamientos, y
se atribuye principalmente a la exposicion continuada de las lubinas a una dieta de
sustitucion vegetal.

Unicamente se presentaron diferencias significativas entre tratamientos para el gen TGF-
B, siendo mayor su expresion para el tratamiento FM30 Control, frente a los tratamientos
ecoldgicos. Se atribuye esta expresion a una funcion de reparacion de tejidos frente a la
parasitacion.

Se observaron tendencias para los genes Casp-9 y TCR-B, pero se requiere una mayor
investigacion al respecto. Cabe destacar un bajo nivel de citoquinas proinflamatorias (IL-
1B y IL-6), que podria ser debido al proceso de inmunosupresion.
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