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Resumen




Andlisis bioecondmico de la valorizacién de subproductos de la industria cervecera
en dietas funcionales para una acuicultura sostenible

La presente tesis estd enfocada en aportar nuevas soluciones en el campo de la
alimentacion en acuicultura sin dejar de un lado la importancia que tiene realizar desde la

ciencia econdmica una valoracion de dichas soluciones respecto a su eficiencia o viabilidad.

Esta investigacion se ha llevado a cabo de manera multidisciplinar entre la economia
y la biologia. Junto con la investigacion bioldgica se ha afrontado una necesaria revision del
concepto de sostenibilidad aplicado a la produccion de alimentos para la acuicultura ademas
de abordarse determinados aspectos econdomicos de la produccion acuicola, —sin pretender
ser una revision exhaustiva del sector— se ha puesto énfasis en aquellos aspectos que se

consideran limitantes para su crecimiento a futuro.

Por un lado, la acuicultura como todas las producciones ganaderas es una actividad
intensiva en el consumo de recursos naturales y energéticos. Si bien dentro de todos los tipos
de ganaderia que realizamos la acuicultura es quizas considerada la més eficiente, aunque
de los costes de produccién mas de un 50 % corresponde al alimento y casi otro 20 % a la

compra o produccion de los alevines necesarios para su engorde.

Por otro lado, la produccién de cerveza es una actividad econémica global con un
volumen de produccién a nivel mundial cada vez mayor, que tiene una faceta oculta por la
enorme cantidad de desechos (levaduras, bagazos, o aguas residuales, etc.) que se producen
durante el proceso de su fabricacion. Tan solo en Europa se estiman que suponen entre ocho
y nueve millones de toneladas anuales lo que conlleva un alto coste de gestion, eliminacion
y tratamiento para la industria, ademds de suponer un enorme desperdicio. Y porque no

decirlo un grave problema ambiental cuando su gestion no se realiza responsablemente.

Actualmente estos residuos son principalmente valorizados en alimentacion animal de
rumiantes, y a veces en menor medida por otras industrias o sectores como para la produccion
de abonos orgénicos o energia. Su inclusion en piensos para acuicultura —y para diferentes
especies— con anterioridad a este trabajo, pero hasta la fecha no se habia logrado incluir estas
materias primas en cantidades significativas en los piensos, ni con unos resultados prometedores.
Estos subproductos principalmente bagazos, y levaduras de desecho son producidos en
cantidades suficientes como para que su uso en acuicultura sea viable, y tienen unos costes de
partida razonables para intentar evaluar su uso como materias primas principales en piensos
compuestos para el sector. Si bien, su alto grado de humedad (alrededor del 80 — 85 %) de su
peso ha limitado su uso tanto experimental como industrial, y supone una limitacién a su uso

como materias primas.
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La validacion de estas nuevas fuentes principalmente proteicas, en piensos para las
especies sobre las que se ha llevado esta investigacion — la liseta o albur (Chelon labrosus)
o la dorada (Sparus aurata)— se ha llevado a cabo partiendo de una evaluacion economica
de las alternativas escogidas durante los disefios experimentales y la fabricacion de los

experimentos.

Ademas de la Introduccion y los Objetivos propuestos, este texto se divide en tres
secciones, una Seccion primera: Materiales y métodos, donde se recogen las actividades
y técnicas utilizadas para la evaluacion biologica, asi como todo lo relativo a la seleccion de
las dietas industriales y la fabricacion de las dietas experimentales; una Seccion segunda:
Evaluacion biologica de la valorizacion de subproductos de la industria cervecera en
piensos para acuicultura donde se recogen los experimentos realizados y la valoracion
biologica de las dietas. Y una Seccion tercera: Evaluacion economica de la valorizacion
de subproductos de la industria cervecera en piensos para acuicultura donde se analiza

la sostenibilidad econdmica de estas posibles soluciones.

En la Seccion segunda se recogen los cinco experimentos bioldgicos realizados, tanto
con dorada como con liseta, en los que se aportan a los peces diferentes dietas tanto
industriales como fabricadas exprofeso con subproductos de la industria cervecera y de la

industria conservera hasta un 89 % de su composicion.

En la Seccion tercera la revision del concepto de sostenibilidad en acuicultura y el

analisis bioeconomico de los piensos probados en la Seccion segunda.

Aunque cada capitulo recoge sus datos, y la discusion sobre los resultados obtenidos, se
recoge a modo de recopilacion una Discusion general completa de la experimentacion
realizada durante el periodo pre-doctoral y doctoral. Finalmente se recogen unas también

necesarias Conclusiones sobre el cumplimiento de los objetivos del presente trabajo.

Cada capitulo lleva su bibliografia, para facilitar la lectura de manera independiente..
Para la confeccion de la misma se ha optado por utilizar las normas de “American

Psychological Association 7th edition”.
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NOTAS: Cada capitulo de este trabajo lleva en su primera pagina una la lamina de una
especie diferente de las tradicionalmente cultivadas en la acuicultura mediterranea, junto con
un codigo QR que facilitard al lector el acceso a un repositorio en abierto de datos de

importancia e interés sobre la especie. Asi como el acceso a bibliografia complementaria.



|. Introduccion




Analisis bioecondmico de la valorizacién de subproductos de la industria cervecera
en dietas funcionales para una acuicultura sostenible

1.1 La definicion y origen de la acuicultura

En 1988, la Organizacion de la Naciones Unidas para la Alimentaciéon y la
Agricultura (FAO) defini6 la acuicultura (FAO, 1988) para reducir la confusion existente

con las pesquerias:

Aquaculture /s the farming of aquatic organisms, including fish, molluscs, crustaceans
and aquatic plants. Farming implies some form of intervention in the rearing process
to enhance production, such as regular stocking, feeding, protection from predators,
etc. Farming also implies individual or corporate ownership of the stock being
cultivated. For statistical purposes, aquatic organisms which are harvested by an
individual or corporate body which has owned them throughout their rearing period
contribute to aquaculture, while aquatic organisms which are exploitable by the public
as a common propeérty resources, with or without appropriate licences, are the harvest
of fisheries.

Traduccién: «La acuicultura es el cultivo de organismos acuaticos, incluidos peces,
moluscos, crustdceos y plantas acudticas. La acuicultura implica alguna forma de
intervencion en el proceso de crianza para mejorar la produccion, como la estabulacion
regular, la alimentacion, la proteccion contra los depredadores, etc. La acuicultura
también implica la propiedad individual o corporativa de la poblacion que se cultiva.
Para fines estadisticos, los organismos acuaticos que son cosechados por un individuo
o entidad corporativa que los ha poseido durante su periodo de crianza contribuyen a la
acuicultura, mientras que los organismos acudticos que son explotados por el publico
como recursos de propiedad comun, con o sin licencias apropiadas, son las cosechas de

la pesca»

Si atendemos a la definicion anterior el mayor hito lo encontramos en establecer el
derecho de propiedad sobre los cultivos, caracteristica esta que claramente diferencia a la
acuicultura de la pesca (y que fue establecida al menos en tiempos de la Republica Romana).
Si atendemos a la definicion que realiza la Real Academia Espafiola, 2019 el significado de
acuicultura como rama del conocimiento su definicién no se circunscribe al concepto del
cultivo de organismos acuaticos —y su propiedad— ya que engloba también el conjunto de

técnicas y conocimientos necesarios para realizar la crianza de las especies acuaticas.
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Dentro de las caracteristicas de la acuicultura y sin que pretendamos hacer una
enumeracion exhaustiva de ellas, —y por diferenciarla de la pesca— como modos por los
que obtenemos nuestro alimento del mar (y de los rios). No solo la propiedad establecida por
los romanos (Fernandez Pérez, 2002; Marzano, 2013b) es un factor que las diferencia, sino
que también implica que se elimina la aleatoriedad, azar y estacionalidad de la pesca, y el
acuicultor mantiene unas poblaciones de animales bajo control que le permite seleccionar el

mejor momento para venderlas en el mercado.

Asi el objetivo de la acuicultura, y del acuicultor no es solo producir alimento, y
producir un alimento de calidad, sino que también existe un innegable componente comercial

y de obtener beneficios con su actividad empresarial.

La acuicultura surge de la observacion de la naturaleza, los ciclos vitales y
migraciones de los peces entre el mar y los estuarios, y cuando el hombre empieza a estabular
ejemplares salvajes en rudimentarias trampas de piedra y madera, para mantener cautivos
estos animales y para poder aprovechase de ellos en el momento en que realmente los
necesite realmente como alimento evitando el deterioro rapido del pescado una vez que se
pesca. Ya que no es hasta un momento mucho posterior con la fabricacion de las salazones
y en un momento aun mucho mas cercano a nuestros dias con la aparicion del frio comercial

cuando hemos conseguido conservar nuestros alimentos.

La acuicultura, tiene un origen comun datado en el neolitico alrededor del 6.000 a.C.
en la antigua China con la acuariologia o la acuariofilia, fecha aproximada en la que se
data la produccion de carpas con fines ornamentales y para servir como alimento (Costa-
Pierce, 2022; Nakajima et al., 2019). Pero al igual que sucede con la agricultura, u otras
ganaderias que no las ha inventado nadie, y surgen en todo el mundo de manera similar para
cubrir las necesidades de alimento de los primeros pobladores, estamos seguros que la
acuicultura surge mucho antes de los registros arqueologicos que conservamos. Los registros
arqueologicos mas antiguos que hemos encontrado que relacionen los mujoles con los
humanos es a través de pinturas rupestres, las cuales se hayan localizadas en el parque natural
de Kakadu (Australia) y tienen aproximadamente unos 40.000 afios. Figura 1y 2
(reproducidas con permiso de los autores, licencia para fines educativos y divulgativos)
siendo ademas de un excelente registro sobre esta relacion del hombre con los mujoles, y

sobre todo un tratado en piedra sobre anatomia animal (P. S. C. Tacon, 1989).
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Figura 1: Mujoles pintados en la roca, ubicados en el Parque Nacional de Kakadu
(Australia). Datados aproximadamente 40.000 a.C. Ejemplo de arte primitivo esquemético como
si fuera una radiografia de los animales. Derechos cedidos por Nature Connect Pty. Ltd.
(Australia) Fotografo Steve Parish.

SPINOUS DORSAL FIN

PELVIC FIN

SEGMENTED BACKBONE
DIGESTIVE TRACT AND GRGANS PECTORAL FIN

E) MATJABARR, MULLET (LIZA DIADEMA AND LIZA DUSSUMIERI)

Figura 2: Esquema de un mujol de la especie Liza diadema o Liza dussumieri extraido
de la tesis doctoral de D. Paul Tacon. Esquema de un dibujo de arte rupestre ubicado en el
Parque Nacional Kakady (Australia). Derechos cedidos por el autor. (Tacon, 1989)
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Es evidente que el consumo de peces y mariscos se lleva realizando por miles de
afios, y que estos son un recurso sencillo de capturar en estuarios, charcas intermareales,
pozas de rios, etc., pero es bastante mas dificil que esos registros nos lleguen intactos o en
buen estado de conservacion —como sucede en el caso de Kakadu—, y mucho mas dificil
que incluyan interesantes rasgos de la anatomia y fisionomia de esas especies,
demostrando el conocimiento sobre la biologia de determinadas especies que ya se tenia en
las comunidades primitivas. No es, por tanto, ilogico pensar, que este conocimiento sobre
su biologia fue utilizado posteriormente para realizar su domesticacion y su cultivo, y
tampoco lo es pensar que en otras partes del mundo se hubiera adquirido del mismo modo
por observacion idénticos conocimientos, y que esto fuera, como creemos, la piedra angular
que luego permitio6 su cultivo —de manera similar, a lo largo y ancho del mundo—. Y junto
con el nacimiento de la acuicultura surge la necesidad de domesticacion entendida como la
habituacion al cautiverio de los ejemplares obtenidos del medio natural, o la necesidad de
alimentar a estos animales, el tratamiento de enfermedades y patologias; o el mantenimiento

de la calidad del agua; y por supuesto el bienestar de los cultivos.

Historicamente el primer tratado escrito sobre acuicultura del que tenemos
referencia versa sobre la acuicultura continental de las carpas y fue redactado en China
por Fan Li (475 a.C.) aunque no es un libro de facil acceso (OESA, 2016; Youwel &
Xinming, 1986), este primer y breve tratado de acuicultura es un manual econdmico sobre
cuantas carpas sembrar y cuantos peces se van a cosechar, y su rentabilidad para el
acuicultor, sin que se recojan observaciones sobre la biologia de las especies, salvo que los

peces se iran reproduciendo hasta llenar el estanque.

Y no es hasta unos siglos después que podemos encontrar el primer manual completo
sobre el cultivo de los peces y moluscos. El primer texto sobre la acuicultura marina
redactado por el gaditano Lucius Junius Moderatus Columella de sobrenombre Columella
(4 d.C. — 70 d.C) quien recoge con detalle en su libro “De re rustica” (Los trabajos en el
campo) Libro VIII, capitulo XVI y XVII todos los aspectos del cultivo de los peces marinos,
cuales son los sitios y las especies que se pueden cultivar « el principio de esta es empresa
examinar la naturaleza del lugar donde se hubiere determinado hacer las piscinas, pues no
se pueden tener todas las especies de pescados en todas las costas.», como se construyen los
estanques para su estabulacion, o la alimentacion que se les daba dependiendo del tipo de

pez, e incluso dependiendo de su estado de salud (Columella et al., 1954).
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Asi los piscicultores romanos segun Columella, alimentaban los cultivos con pescado
fresco y salazones, fruta como los higos y los madrofos, o incluso queso fresco o bolas de
pan. En la actualidad, en China, atin se sigue alimentando los peces, con vegetales tan
diversos como los restos de moliendas de granos del arroz, o con habas secas. Pero como
Columella recoge con detalle, la preferencia de los peces por alimentarse de otros peces (mas
pequetios) frescos o salados es mayor que por la de otros alimentos. En este mismo sentido
ya Marcus Terrentius Varro, mas conocido como Varron (116 a.C. — 27 a.C.) ya habia
recogido en su obra «De Agriculturay (Varron & Cubero Salmeron, 2010) como «Hortensio
tenia un tropel de pescadores se dedica a la pesca de peces pequenos para nutrir a los

grandes».

En la actualidad esta voracidad y preferencia de los peces por alimentarse de otros
peces (ictiéfagos: Del gr. ixbvoodyog ichthyophdgos) —que ya conocian los romanos y
griegos— es su mayor limitacion para incrementar las cantidades de peces que se cultivan a
dia de hoy. Este problema conocido como la «Trampa de la harina de pescado» que consiste
en la utilizacidon de peces de pesquerias pelagicas (como la anchoveta peruana) de escaso
valor, para producir otros peces, de mayor valor como los salmonidos, o en la acuicultura

mediterranea como la dorada, o la lubina.

De entre otros textos que nos han llegado son notables los textos de Aristoteles en el
siglo IV a.C., Estrabon, Plinio Gayo Segundo o Plinio el Viejo, Marcial, Apuleyo, o Opiano
de Anazarba, o Eliano y en concreto respecto a la acuicultura los de Marco Terencio Varron
(116 a.C. — 27 a.C.) y Columella (4 d.C. -70 d.C.). En estos textos existen numerosas
descripciones de los animales marinos, sus comportamientos y biologia, asi como de su
explotacion biologica y econdmica mediante la pesca o la acuicultura. Y aunque existen
notables diferencias tecnoldgicas entre como se realizaba la acuicultura en la antigua roma,
y hoy en dia, estos primeros acuicultores cubrian las necesidades nutricionales de los
animales dependiendo de su especie, o realizaban el transporte en barcos piscifactoria.
Algunos de los factores que describen en sus textos, desde su crianza, estabulacion, hasta su

venta, o su precio han variado poco en estos 2000 afios.
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1.2 Las tipologias y caracteristicas de la acuicultura

Para poder abordar de manera resumida los factores que nos interesan resaltar
respecto al control de los cultivos que se hace por parte del acuicultor, es necesario
inicialmente al menos distinguir a groso modo entre los tipos de acuicultura que existen.
Sirva la siguiente Figura 3 como esquema muy simplificado para resumir esta clasificacion
de las tipologias de la acuicultura existentes entre las especies, —ya que en el mundo se
cultivan alrededor de seiscientas especies distintas— en diferentes ambientes, o sistemas y

con muy diverso grado de desarrollo tecnologico.

Grupos de especies Tipos de cultivos Tipos de cullivos Lugares de cultivos Lugares de cultivos
que se cultivan Dependiendo del medio  Dependiendo del grado  Peces Moluscos
en que se realiza de control que se realiza

Peces Aguas continentales Sistemas extensivos Viveros flotantes Bateas

ed 1

Crusliceos Aguas marinas Sistemas Tanques Long-line
semi-intensivos

Moluscos Sistenas intensives Charcas Parques de cultivo

f

Algas Esteros

Figura 3: Clasificacion de los tipos de acuicultura. Fundacion OESA.

Y es que si existe una palabra que pueda describir la acuicultura como actividad esta
seria diversa (Clawson et al., 2022; Metian et al., 2020). Diversa en ambientes, desde su
realizacion en aguas continentales, marinas o aguas hipersalinas. Diversa en las especies,
desde microalgas y zooplancton, hasta grandes depredadores como el atin rojo, abarcando
especies de todos los eslabones de la red trofica desde productores primarios a grandes
carnivoros. Y mucho mads diversa si atendemos a los grados de intensificacion (sistemas
extensivos, intensivos, etc.) y las posibles tecnologias de cultivo, que van desde un parque
de cultivo en la zona intermareal para la siembra de moluscos donde el control es minimo
hasta los ultra-tecnoldgicos sistemas de recirculacion en acuicultura, tanto para peces como

para el cultivo de microalgas.
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1.3 Los costes economicos y ambientales de la acuicultura

Si buscamos los denominadores comunes de todos estos sistemas y categorias —que
posteriormente nos hard falta poder evaluar su sostenibilidad— el primero lo podemos
encontrar en la necesidad por parte del acuicultor de aportar los nutrientes necesarios a los
cultivos, al igual que viene sucediendo por mas de 2000 afios. El segundo denominador
comun es la necesidad de «semillas» o alevines, o reproductores estabulados que permitan

iniciar los cultivos.

Ambos, entre el alimento y los alevines en el caso de los peces son los factores con
mas peso dentro de la produccion piscicola, y pueden llegar a suponer un mas de un 70 %
del total de los costes de produccion (Barazi-Yeroulanos, 2010). Ademas de suponer los
principales costes de produccion sobre ellos recae también mas del 70 % del total de los
impactos ambientales de la produccion analizada mediante metodologias de andlisis del ciclo

de vida o LCA (Henriksson et al., 2013; Pelletier et al., 2009, 2011).

La sostenibilidad por el uso intensivo de recursos por parte de la piscicultura es a
veces es controvertida (Ayer et al., 2009; Campanati et al., 2022; Hansen, 2019). Y sin duda
uno los aspectos mas controvertidos al hablar de la produccion acuicola y su sostenibilidad
es el cultivo de especies carnivoras (como el salmén o la dorada, etc.), y su gran dependencia
de las harinas y aceites de pescado como materias primas para los piensos (Costello et al.,
2020; Cottrell et al., 2020, 2021; Naylor et al., 2000), o la necesidad de comparacion de su
eficiencia con otras ganaderias (Fry et al., 2018). Aunque la industria ha realizado un gran
esfuerzo en reducir el consumo de estas materias primas todavia supone un gran porcentaje
de las dietas de determinadas especies, asi por ejemplo en Espafa entre el 25 y el 30 % de
los ingredientes siguen teniendo su origen en ingredientes marinos (Apromar, 2021). Otro

tanto igual, o mas se incorpora para las dietas del salmon atlantico (Aas et al., 2019, 2022).

Respecto a la sostenibilidad de las practicas que ya realizaban los romanos de la
captura de alevines salvajes para su engorde, quizas sea uno de los mayores impactos de la
acuicultura en el medio ambiente y también uno de los menos evaluados. El tipo de
acuicultura basada en la captura de alevines “capture-based aquaculture” se realiza por un
simple balance econdmico, ya que su coste de captura es menor que el de cultivo. Pero en

estas estimaciones no se esta teniendo en cuenta el coste ambiental de la retirada de millones

11
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de alevines de la cadena trofica marina, que podia ser comparable al uso de harinas de
reducciéon de pesquerias peldgicas, cuando son especies que se ha conseguido su
reproduccion en cautividad (Crosetti & Blaber, 2016; Lovatelli et al., 2008; Shaalan et al.,
2018) siendo necesario revisar como se realiza esta acuicultura, ya que las ventajas de la cria
en cautividad y seleccion de los alevines que se produce por la domesticacion de las especies

(Teletchea & Fontaine, 2014).

|.4 El uso global de recursos por la acuicultura

Aunque hay una tendencia a pensar que las especies de peces que cultivamos son
herbivoros por los altos niveles de inclusion en los piensos de materias primas vegetales, y
que esto entre comillas modifica su nivel troéfico y los hace mas sostenibles (Cottrell et al.,
2021), el uso global de recursos marinos o terrestres (independientemente de su origen
siendo elevado), y dificilmente se puede reducir sin cambiar el paradigma de que cultivar
especies de alto valor comercial (carnivoras) para la exportacion es mas rentable que cultivar
especies de menor valor comercial (herbivoras u omnivoras) pero que suponen una fuente

importante de alimento en los paises menos desarrollados.

Si por un lado analizamos las estadisticas publicadas para la produccion del afio 2018
disponibles gracias al trabajo realizado por La Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura —en adelante FAO, ya que es mas conocida por sus siglas en
inglés—. Podemos comprobar como las especies mas producidas (datos para 2018) a nivel
mundial por la acuicultura afo tras afio son las carpas, barbos y otros ciprinidos,
aproximadamente 30,6 Mt (millones de toneladas), las tilapias (6,1 Mt), los peces gato
(6 Mt), las algas macro algas rojas (18,1 Mt), y marrones (16,8 Mt), gambas y camarones
(crustaceos) (7 Mt). Los salmoénidos y truchas suponen una produccién de 4 Mt. (FAO,
2022b). En total, la produccion global excluidas las algas y organismos filtradores, etc. que
no necesitan de alimento en forma de piensos compuestos, (datos para 2018) seria
aproximadamente de 87,5 Mt que es la produccion de animales acuéticos, de un global de
122,6 Mt con un valor de 281.500 millones de dolares, de las que y 35,1 Mt son la produccion
de algas. Datos que aun siendo ascendentes aproximadamente entre un 3 o 4 % anual ya se
pueden considerar mas o menos estables para cada afio. Sin que sean esperables saltos en la
produccioén drésticos. Por lo que la acuicultura y desde 2013 suministra a los hogares mas o

menos la misma cantidad de alimento que las pesquerias. (FAO, 2014, 2020b, 2022a, 2022b)
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Si por otro lado analizamos las estadisticas de pienso o alimento producido para la
acuicultura globalmente (Alltech, 2022) y que es publicado cada afio por el gigante de la
alimentacion animal Alltech, para 2020 se produjeron un total de 49,5 Mt de los que Asia

encabeza la produccion con 36,43 Mt.

Si cruzamos estos datos, esto supone un consumo de pienso aparente por kilo de
animales acuaticos (peces mas crustaceos) de 0,77 kg pienso/kg pez (datos calculados en
este trabajo y que se muestran en la seccion econdmica). Estos célculos no incluyen otros
aportes de alimento como puede ser el alimento vivo producido para los alevines, pescado
troceado o piensos hechos en la granja, hechos con subproductos como hacia Columella,

salvados de arroz, restos de alimentos, etc.

I.5 La trampa de la harina de pescado

Para producir este total de 49,5 Mt de pienso que anualmente consume la acuicultura
se consume una cantidad indeterminada de recursos pesqueros (Péron et al., 2010), y los
datos disponibles y los ratios de conversion de las pesquerias pelagicas de escaso valor en
harinas y aceites de pescado a nivel global varia segiin se hagan con unas especies y otra
dependiendo de la composicidon del pescado utilizado, y también por la huella oculta o los

datos mal comunicados de determinados paises a las estadisticas pesqueras de la FAO.

Es dificil determinar cuénto es el pescado de reduccion realmente consumido a nivel
global al afio y mas dificil determinar cuanto es la proporcién que consume la acuicultura.
Y los trabajos cientificos que han tenido relevancia en este aspecto tiene una media de entre
15 y 20 afios (New & Wijkstrom, 2002; Péron et al., 2010; A. G. J. Tacon et al., 2009; A. G.
J. Tacon & Metian, 2009). En parte quizés por el esfuerzo realizado por la industria en la
reduccion de estas materias primas. La suma del uso preferente de subproductos de la pesca
y la acuicultura (que se estima en un 25 — 35 %) del consumo total de harinas y aceites de
pescado (FAO, 2020b), la gran inclusion de materias vegetales en los piensos incluso de las
especies carnivoras (Aas et al., 2019, 2022), y la intensidad en densidad de las dietas gracias
a las tecnologias de extrusion y de inclusién de aceites por bombas de vacio (“vaccum
coating”), o la dificultad de hacer estadisticas globales parece que hace la ciencia haya
perdido interés en saber cudntos son los recursos pesqueros que la acuicultura, y otras

ganaderias consumen cada afio.
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La suma de estas innovaciones ha hecho que el alimento para peces haya pasado en
60 afios de practicamente ser poco mas que peces triturados, ligeramente procesados y
hervidos, con la adicion de algin aglutinante, a verdaderas obras de ingenieria bioldgica con
formulaciones milimétricas donde a demanda de las especies, su talla y las condiciones de
cultivo se van ajustando los niveles de macronutrientes (MN) y micronutrientes (mN)
(Halver & Ashley, 1972; National Research Council, 1981, 1992). Y aunque en los ultimos
afos la presion hacia la industria es menor por parte del consumidor, lo cierto es que de un
tiempo a estar parte no se consigue reducir para determinadas especies el consumo de pienso,
y las ratios de conversion se hayan practicamente estancados. Ni el consumo de materias
primas —como las harinas y aceites de pescado en principio insostenibles— se ha reducido,

y su demanda, consumo global y precio son mayores afio tras afio.

Desde hace afios, los cupos de capturas pesqueras estan también estancados, cada vez
pescamos mas lejos y mas profundo, pero no aumentamos el volumen anual de capturas
pesqueras y los bancos pesqueros tradicionales como el Mediterraneo cada vez acusan mas
la presion de las flotas declaradas o ilegales. Nos es dificil pescar anualmente mas de 90 Mt,
y la situacion de algunos caladeros como el Mediterraneo es mas que preocupante. Asi
parece que nuestra necesidad de cultivar los mares viene precedida de una mala gestion de
los recursos pesqueros, y una sobreexplotacion de las especies objetivo que ya conocian los
romanos (Bernal et al., 2020; Boonstra & Osterblom, 2014; Cao et al., 2015; Eriksson et al.,
2015; Haberl et al., 2007; Kroodsma et al., 2018).

Fue, durante la dominacién romana del Mediterraneo, cuando se comenzo6 a evidenciar
la sensibilidad de los recursos pesqueros a la sobreexplotacion. Y Juvenal (S.1. d.C.) (Juvenal,
2008) (Juvenal, Satiras, V, 92) recogia que «Del duefio serd el mujol de Coércega o de los
escollos de Tauromenio (Taormina, Sicilia), pues nuestro mar esta todo esquilmado y ya no
da abasto, mientras la glotoneria se enardece al tiempo que el mercado rebusca una y otra
vez con redes en las proximidades y no dejamos crecer los peces del Tirreno.», y por ello se
empez0 a regular su aprovechamiento siendo conocidas leyes romanas sobre la pesca, los
artes de pesqueros, o la acuicultura. Textos legales destinados a conservar los recursos
naturales u organizar su aprovechamiento o leyes destinadas a gravar con impuestos estas
actividades (Fernandez Pérez, 2002). Sirva esta anécdota para evidenciar que nuestros
impactos ecoldgicos han cambiado poco durante los anos (Hughes, 2014). Y lo ligada que

esta la acuicultura a la sobreexplotacion de los recursos pesquero.
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Aproximadamente cada afio, pescamos unos 24 Mt de peces de especies pelagicas de
escaso valor para su reduccion en harinas y aceites de pescado. (European Commission.
Directorate General for Maritime Affairs and Fisheries. & EUMOFA., 2021b, 2021a; FAO,
2014, 2020a) Y no solo, para que los datos de las estadisticas mundiales reflejen que la
acuicultura ya produce —desde el 2.013— mas toneladas de alimento que la pesca, pero que
obvian la pesca ilegal, no declarada, y no reglamentada (INDNR), o en inglés (///egal,
Unreported and Unregulated fishing, IUU) que se ha estimado al menos en un 30 % de todas
las capturas legales pesqueras. Y que obvian en cierta medida que mas de un 25 % de las
capturas legales se utilicen para la fabricacion de harinas o aceites de pescado, y eso sin tener
en cuenta que no se sabe la cantidad de las capturas IUU que son utilizadas para esto ultimo.
O las cantidades que son descartadas por la borda de los barcos por no ser especies
«objetivo» y que son consideradas descartes, o las cantidades de estos descartes que se usan

para hacer harina de pescado.

Por eso trabajos como el realizado por Péron et al., 2010 no son utilizables para
establecer cudl es la ratio de conversion de las pesquerias pelagicas en harina de pescado,
pero si supone una clara exposicion de un problema que arroja mas sombras que luces sobre
el desarrollo y éxito de la acuicultura, de otras ganaderias, ya que —y obviando
expresamente la cita hay formulaciones de pienso para pollos con mas de un 20 % de harinas
de pescado—. Podemos comprobar en los ultimos datos publicados por la FAO, como un 5

% de la harina y aceite de pescado se utiliza en ganaderia y un Figura 4.

Uso de las harinas y aceites de pescado

Capturas pesqueras 2013 FAO Porcentaje de utilizacion de las capturas
pesqueras no destinadas al consumo
humano por destino

(millones de toneladas)

5,00

m Otros M Acuicultura W Otras ganaderias
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Aunque no son pocas las sefales de alerta existentes sobre la sobreexplotacion del
planeta, y en particular de la sobreexplotacion pesquera de mares y océanos, seguimos
manteniendo la pesca como modo de obtencion de alimento, primero porque nos reporta
pingues beneficios —al menos econdmicamente—, segundo porque estos son obtenidos de

manera mas rapida a los beneficios que nos produce la acuicultura.

Asi podemos estimar de los datos de la Figura 3 que, de unas capturas totales de
pescado de reduccion de 24 Mt anuales, un consumo anual de 16,36 Mt se destina a la
acuicultura. Y de 1,2 Mt para los piensos de otras ganaderias. Cantidades sin duda nada

desdefiables.

.6 La cadena de valor de los piensos de acuicultura

Si intentamos encontrar un trabajo que recoja la formacion de los precios y la cadena
de valor de estos productos pesqueros de desecho hasta su conversion en pienso para
acuicultura nos va a ser dificil, al menos nosotros desconocemos que se haya abordado la

cuestion.

Respecto a la cadena de produccion y distribucion del sector de los piensos en nuestro
pais, solo se ha encontrado un estudio que no aporta mucha claridad a este aspecto. (MAPA

& Ministerio de agricultura, pesca y alimentacion. Gobierno de Espaia., 2003).

Del mismo modo que es dificil obtener datos de precios en general del coste de las
materias primas por categorias de calidad, de piensos con sus formulaciones, y/o de
exportaciones de piensos, y o de materias primas. Es por ello que para realizar un primer
intento de este andlisis se ha acudido sobre todo a comunicaciones personales y entrevistas
con agentes del sector, tanto productores como productores de pienso nacionales y
extranjeros. Y salvo que se mencione expresamente a alguno de ellos, lo normal ha sido

comunicar los datos, pero declinando aparecer en el texto de este trabajo, o de cualquier otro.

En parte debido a que los productores de piensos para acuicultura en este pais son
muy pocos, y la mayor parte lo ha hecho por salvaguardar sus datos empresariales. Aspecto
mas que respetable, y con el que se ha comprometido este doctorando asegurando con

mantener la confidencialidad de las comunicaciones, siempre que pudiera publicar los datos.
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Por otro lado, los precios de venta, y de compra para el productor, estin muy
mediados por el origen (nacional o extranjero), tasas y aranceles aduaneros, etc. Y son muy
dependientes de las fluctuaciones del comercio internacional y de los desequilibrios de
precios de las monedas, o de determinadas materias primas consideradas “commodities’ para
el sector. En definitiva, las més utilizada en acuicultura como son las harinas de pescado y
los aceites de pescado, la soja, los cereales, etc. casi en su totalidad provienen del extranjero.
Quizas, y sin duda los afios 2020 y siguientes, durante la Pandemia mundial que ha supuesto
el COVID19, y ahora con la mas recientemente guerra de Ucrania no son las mejores épocas
para evaluar una cadena de valor que no ha sido estudiada antes. O la formacion de los
precios de los piensos para el sector acuicola. Sobre todo, hasta que no se produzca una

estabilidad (si se produce) en el mercado global de materias primas.

Otro de los aspectos poco analizados sobre la formacion de estos precios de los
piensos que es necesario analizar es que son altamente intensivos en energia, y asi los piensos
compuesto requieren de 750 KWh por tonelada de pienso dependiendo sobre todo del gas
natural para el secado de los granulos, etc. (Iribarren et al., 2012). Energia que se ha vuelto
imposible de utilizar por los costes por lo que las fabricas estan pensando reconvertirse a
otro tipo de soluciones energéticas, ya que las facturas se han disparado hasta por 8 y 10

veces los costes anteriores a la guerra de Ucrania.

De todas formas, se han conseguido datos suficientes que permiten evaluar de manera
razonable la cadena de valor de los piensos de acuicultura, trabajo que excede en mucho el
de esta tesis pero que ayuda sin duda a realizar un mejor andlisis economico sobre la

sostenibilidad de las dietas evaluadas bioldgicamente en la seccion segunda.

1.7 El precio de los cultivos

Por un lado, una vez definidos algunos aspectos de las principales entradas “/nputs”
que afectan a la acuicultura (de peces y crustaceos) marcadas por el factor comun de la
necesidad de aportes externos de alimento, y de semilla para realizar su produccion. Y una
vez que se ha abordado su insostenibilidad (de las harinas y aceites de pescado que ain se
usan a unos niveles poco razonables ambientalmente) es necesario detenerse al menos

brevemente en el factor salida o “oufputs” que afectan al sector.
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El principal factor de salida al igual que para cualquier produccion debe ser el precio
de los productos, que el productor obtiene en el mercado, que le van a permitir obtener
beneficios una vez descontados los costes de produccion. Estos dos parametros sin mas
deben permiten obtener un analisis coste—beneficio, util para corregir ineficiencias

productivas.

Y aunque la formacion de los precios del pescado y su cadena de valor es compleja
hay determinadas méaximas que vienen cumpliéndose desde hace siglos y que para el
acuicultor le implica poder mejorar la eficiencia econdmica de su produccion al reducir entre
otros la dispersion de tallas de los cultivos, como se vera en el capitulo 3. Aspecto que se ha

abordado en detalle durante el texto vide infra.

La propiedad, la estabulacion y el control de los cultivos durante un ciclo tras otro de
cultivo, implica para el acuicultor la posibilidad de realizar una planificacion de los ciclos
de crecimiento (y alimentacion) muy ligados a las temperaturas ambientales buscando la
mayor eficiencia econémica de la alimentacion (en el caso de la acuicultura mediterranea de
primavera a octubre cuando las temperaturas son mas altas). Y permite en funcion de este
crecimiento seleccionar los momentos dptimos de la cosecha en funcion de las ventajas en
el precio que pueda obtener en el mercado (Navidades, Semana Santa, o en verano cuando
el consumo de pescado es mayor y el precio aumenta). Esto es realizado por motivos
similares a las planificaciones agricolas y ganaderas, siendo el principal motivo maximizar
el beneficio a través de la busqueda del momento 6ptimo de cosecha coincidente con el

mayor rendimiento (en peso de los cultivos), y con el mejor precio en el mercado.

Con esta planificacion del sacrificio se evita el azar y mucho mas importante atn la
estacionalidad (de la pesca) reiteramos inherente a las capturas, y la aleatoriedad en sus
precios habitualmente sometidos a la ley de la oferta y demanda mediante subastas en lonja.
Precios que se pueden ver reducidos en momentos puntuales en los que las capturas son muy

superiores a la demanda.

Ya en la antigua Roma, era mayor el precio que habia que pagar por las especies marinas
que por las especies de rios y lagos, y mayor el precio de los ejemplares frescos que de los
salados, y también su valor estaba influenciado por su tamafio, siendo mucho mayor el precio de

los de mayor tamaio que el de los mas pequeiios (Marzano, 2013a, 2018).
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Factor que en la actualidad no ha cambiado mucho si atendemos a las estadisticas
pesqueras publicadas, o los datos que se pueden obtener directamente de los mayoristas
(Mercamadrid, 2022), o de las estadisticas de precios del Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacion, o de otros organismos europeos que publican las estadisticas anuales para el
sector de la pesca y la acuicultura. (European Commission. Directorate General for Maritime
Affairs and Fisheries., 2021; European Commission. Joint Research Centre. & Scientific,
Technical and Economic Committee for Fisheries., 2021). Por lo que podemos asegurar que
en las costas mediterraneas mantenemos en cierto modo las mismas preferencias que mantenia
Columella y los emperadores romanos, salvo por los pescados de importacion y de bajo coste

(como la panga) que se desconocian.

|.8 Limitaciones al presente trabajo

La mayor limitacion a este trabajo ha sido poder tener una vision clara del sector de los
piensos para piscicultura tanto en Espaia como en el resto del mundo, reiterando la dificultad de
obtener datos (cuando uno no es un organismo oficial), y la dificultad que tiene los organismos
oficiales para obtener datos buenos. Aspecto comentado con los responsables del algunos de los
informes que se han utilizado para hacer este trabajo (European Commission. Joint Research
Centre. & Scientific, Technical and Economic Committee for Fisheries., 2021). Por ejemplo, ha
sido imposible calcular unos factores de conversion de alimento para los datos mostrados tanto
en el anterior informe como para otros, ni para las carpas, ni para la dorada, etc. Otras veces,
como sucede con la produccion de mujoles (que se producen) o de anguila en este pais, por ser
pocos los productores esos datos no se comunican o se comunican bajo secreto estadistico (s.e.).
Tampoco se recogen para el sector de la acuicultura mediterrdnea o se publican datos sobre
consumo de antibidticos, antiparasitarios o mortalidad. Aspecto en el que se podria mejorar
y mucho en aras de la sostenibilidad del sector, aprendiendo de otros paises como Noruega

que son en cierto modo transparentes en mostrar esos datos.

Conectar estos datos econdémicos (no todo lo buenos que deseariamos), con el
desarrollo de unas dietas novedosas con vocacion de industriales, y que incorporan hasta un
89 % de materias primas recicladas, valorarlas economicamente, y biolégicamente en una
especie como el C. /abrosus —o con los mugilidos— de bajo interés comercial para los
acuicultores (y por ende para la ciencia), ha sido sobre todo un reto al principio, y después

una motivacion constante por los buenos resultados biologicos obtenidos.
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Este folio ha sido dejado intencionadamente en blanco.
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El objetivo general de la presente es el diseno y validacion de
dietas adecuadas para dorada, y el mujol o liseta que reduzca la dependencia en las dietas
para acuicultura de estas materias primas a través de la sustitucion parcial de la harina de

pescado por subproductos del sector agroalimentario.

La sustitucion por subproductos del sector agroalimentario para el cultivo de
mugilidos (Chelon labrosus) se va a validar sobre diferentes aspectos de su cultivo: 1) sus
requerimientos nutricionales; ii) su estado inmunologico; y estos se van a comparar con

los requerimientos ampliamente estudiados para la dorada.

Asi, los resultados nos van a permitir avanzar sobre los siguientes objetivos

cientificos concretos:

1. Incremento del conocimiento cientifico sobre el mujol (nutricion, inmunologia y
zootecnia).

2. Incremento del conocimiento cientifico comparado de la dorada (vs mujol).

3. Incremento del bienestar animal, la salud y el estado inmunitario de los cultivos

4. Evaluar la maxima inclusion de subproductos agroalimentarios en dietas para
acuicultura.

9. Evaluar el problema de la sustitucion de harinas de pescado en las dietas para

acuicultura desde una perspectiva multidisciplinar (econdmica y bioldgica).
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.1 Autorizaciones administrativas

La experimentacion se ha llevado a cabo en Animalario de la Universidad de Murcia
(Campus de Espinardo, Murcia; Cédigo REGA ES300305440012) y de acuerdo al Codigo
ético de dicha entidad. Los permisos administrativos correspondientes se han solicitado y
obtenido conforme a la normativa europea sobre experimentacion animal Directiva 2010/63/UE

relativa a la proteccion de los animales utilizados para fines cientificos.

Durante la realizacion de los estudios de Doctorado se han realizado diversos cursos
que acreditan la capacidad del doctorando para la experimentacion con animales y la
docencia: A) Experimentacion animal para doctorandos, organizado por la Escuela de
Doctorado. Universidad de Murcia; y B) Diploma de formacion en el curso: Formacion del
personal responsable para dirigir o disefiar los procedimientos de experimentacién con
animales, categoria C. por el Vicerrectorado de Formacion e Innovacion de la Universidad

de Murcia.

Ademas, se ha obtenido la autorizaciéon administrativa necesaria expedida por la
Direccién General de Ganaderia, Pesca y Acuicultura, Consejeria de Agua, Agricultura,
Ganaderia, Pesca y Medio Ambiente de la Region de Murcia (Espafia). N° de Certificado
2021RCI0034 “Certificado de reconocimiento de la capacitacion para manejar animales
utilizados, criados o suministrados con fines de experimentacion y otros fines cientificos,
incluyendo la docencia. (Orden ECC/566/2015). Para anfibios y peces (Eutanasia de los
Animales y Realizacion de procedimientos), y Disefio de Proyectos y Procedimientos para

todas las especies.
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l.2 Reemplazo, reduccion y refinamiento (3R) en el uso de animales de

experimentacion

Para la realizacion de los experimentos se han utilizado peces de diferentes especies,
de los cuales se ha sacrificado el numero minimo viable por motivos estadisticos,

recuperandose el resto para otros trabajos cuando esto ha sido posible.

Durante el desarrollo de la experimentacion se ha tenido en cuenta los principios de
Reemplazo, Reduccion y Refinamiento —conocidos como las “tres R” de Ila
experimentacion animal—. Asi, se ha tenido presente la necesidad de reducir en la medida
de lo posible el nimero de ejemplares que se sacrifican durante, o al finalizar los
experimentos. De entre las posibles técnicas de biologia molecular y de toma de muestras
bioldgicas se han seleccionado aquellas menos invasivas para los animales. Y en el caso de
ser esto factible, y de acuerdo a los objetivos fijados para de cada experimento, se ha evitado
la eutanasia de los sujetos experimentales cuando ha sido posible. Dada la necesidad de
evaluar la inmunidad celular, la eutanasia ha sido en estos casos inevitable, ya que, la

obtencion de células del rifion cefélico obliga a realizar la diseccion de la cabeza del animal.

En todos los experimentos se han utilizado métodos que evitan o ayudan a reemplazar
el uso de animales (Reemplazo), métodos que reducen el nimero de animales (Reduccion)
0o que minimizan el dolor o angustia y suponen una mejora en el bienestar animal
(Refinamiento). El dificil equilibrio entre la consideracion estadistica, y el niumero de
animales utilizados se ha logrado por: 1) la formacion recibida por el doctorando tanto en los
cursos mencionados anteriormente; i1) la formacion impartida dentro del grupo de investigacion;
y 1ii) por la experiencia del doctorando en el manejo de animales que ha permitido la mejora
de las condiciones de estabulacion de los animales en el Animalario. Este equilibrio reiteramos
ha permitido obtener unos resultados estadisticos consistentes con el uso de un menor nimero

de animales.

En la medida de lo posible se ha minimizado la realizacion de traslados, manejos o
manipulaciones innecesarias. Se ha tenido en cuenta el bienestar animal y reducido las
posibles situaciones de estrés (V.g. muestreos, 0 manipulaciones en periodos inferiores a los

treinta dias).
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Asi, se han utilizado las técnicas menos invasivas posibles mediante para la
realizacion y medida de las actividades enzimaticas sobre muestras de moco de la piel y

suero, procedimientos que se ilustran con las siguientes imagenes (Figura 6y 7).

7

Figura 6: Obtencion del moco de la piel de un ejemplar de dorara (Sparus aurata). Autor:
Luciano Vilchez Gémez (noviembre 2018)

S
A

Figura 7: Obtencion de la sangre de un ejemplar de dorara (Sparus aurata). Autor:
Luciano Vilchez Gébmez (noviembre 2018)
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Como ejemplo de estas técnicas que no implican eutanasia, y que son
habitualmente utilizadas por el grupo de investigacion donde se ha desarrollado este la
presente tesis doctoral. Las Figuras 6 y 7 ilustran el proceso de toma de muestras
bioldgicas perfectamente. Al animal adormecido mediante un bafio en agua con anestésico,
se le pasa rapidamente una espatula limpia, en el sentido de las escamas para no producir
heridas o descamaciones, y asi, la muestra de moco es recogida en un recipiente sin causar
sufrimiento (Figura 6). En la Figura 7 se puede visualizar como se obtiene una cantidad
suficiente de sangre para realizar posteriormente técnicas analiticas sobre el suero, o en su
caso el plasma de la sangre. Si la cantidad recogida de muestra es pequefia, y los animales
no son excesivamente pequefios esta técnica no implica la muerte. Y una vez realizada la
extraccion de las muestras los ejemplares se recuperan sin problemas y con rapidez de los

efectos de la anestesia al introducirlos en agua limpia sin anestésico.

También se han realizado muestreos biométricos que no implican el sacrificio de
animales. Estos muestreos se han realizado mediante la captura de imégenes digitales
(Figura 8) con una camara fotografica (Canon EOS, USA) montada sobre un tripode estable,
lo que permite acortar los tiempos que el animal anestesiado estd fuera del agua, y el
posterior procesado de los datos mediante programas informaticos estandarizando las
medidas entre unos ejemplares y otros. Para su procesado se han utilizado programas de

codigo abierto como Imagel y FIJI (Schindelin et al., 2012; Schneider et al., 2012).
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Esta técnica para realizar los muestreos biométricos permite que, junto a la imagen
digital del pez y mediante el uso de etiquetas preparadas con anterioridad al muestreo se
registren la identificacion clara del pez, del grupo experimental, la fecha de trabajo, o marcas
de identificacion del animal (si las tuviese). Permite ademas poder realizar cualquier otra
medida de morfologia de partes del cuerpo, distancias entre diferentes puntos, areas,
perimetros, etc. Como, por ejemplo, del area de las heridas y su proceso de cicatrizacion
como es el caso de un trabajo actualmente en preparacion realizado por el doctorando, la
Dra. Ceballos-Francisco y otros colaboradores (trabajo sin publicar). Asi, este tipo de
metodologia y nuevas técnicas de analisis biométrico mediante imagenes fotograficas pueden
ser de gran utilidad en los muestreos de fauna acuatica, de la poblacion de especies invasoras, 0

en evaluacion de biomasa de las pesquerias, etc.

También el uso de estas técnicas permite acortar considerablemente los tiempos de
muestro y de exposicion del pez al aire. Exposicion que aun estando anestesiado el sujeto
experimental es inevitable. Es por tanto interesante utilizar técnicas que reducirla en el tiempo
para interferir con el estado de salud, o nivel de estrés 1o minimo posible (Camara-Ruiz et al., 2022;

Khansari et al., 2018, 2019)

El crecimiento de los animales es uno de los mejores parametros posibles para evaluar
tanto el estado nutricional como el de salud de los animales, aunque este a veces haya quedado
relegado por otras técnicas mas invasivas o que implican sacrificio (Du & Turchini, 2021). Tanto
los procedimientos clasicos (biometrias) —que son de bajo costo y de facil estandarizacion
permitiendo su comparacion posterior con otros estudios—, como las técnicas de biologia
molecular més avanzadas realizadas sobre el suero, plasma y el moco de los peces también
deberian tener mayor peso especifico en todos los trabajos cientificos que impliquen

animales.

Es innegable la importancia de las técnicas en las que priman la reduccion de la
eutanasia o sacrificio, y que estas deberian tener reiteramos mayor peso especifico en la
investigacion frente a cualquier otra que conlleve la muerte de los sujetos experimentales,

desde la hora de disefiar los experimentos como de ejecutarlos.
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.3 Animales

Para la realizacion de los experimentos con la especie dorada (Sparus aurata, los
ejemplares de diferentes tallas se obtuvieron de una granja local (Aguilas, Murcia, Espaiia),
y trasladados al Animalario de la Universidad de Murcia después de obtener los permisos

sanitarios y veterinarios correspondientes.

Todos los ejemplares eran de diferentes tallas, y lotes, como se recogen en los
diferentes capitulos experimentales en el apartado referente a los peces. Los ejemplares en
talla de pre-engorde fueron aleatoriamente seleccionados entre peces que posteriormente
serian destinados para el engorde en piscifactorias de las regiones de Murcia, Valencia y
Andalucia. Ninguno de los peces fue vacunado con anterioridad. Todos los ejemplares
gozaban de un excelente estado de nutricion / salud, ausencia de heridas, patologias visibles,
0 parésitos. Tampoco presentaban ningun tipo de malformaciones. Aun asi, todos los
animales fueron estabulados y previo a la realizaciéon de los experimentos puestos en
cuarentena sanitaria al menos durante quince dias (siendo lo habitual mas de treinta).
Durante estos periodos de cuarentena no se produjo ningun episodio de mortalidad o
enfermedad. Tampoco se produjeron episodios de mortalidad durante la realizacion de los

experimentos.

Los ejemplares de peces de la familia de los mugilidos fueron desinteresadamente
cedidos por el Centro Integrado Publico de Formacion Profesional Maritimo Zaporito
(CPIFP Maritimo Zaporito), (San Fernando, Cadiz, Espaiia), siendo ejemplares de segunda
generacion (F2) provenientes de ejemplares reproductores con los que cuenta el centro.
Reiterando mi agradecimiento tanto a su directora Dofia Victoria Oliver Vargas, como al
Maestro en Acuicultura D. Juan Antonio Calderdn, ya que, sin su apoyo, y experiencia con
estas especies no habria sido posible este trabajo al no existir en Espafia instalaciones
dedicadas a la reproduccion de mugilidos, y tampoco existen instalaciones que se dediquen

al cultivo comercial de ejemplares reproducidos en cautividad.

Todos los animales donados por el CIPFP Maritimo Zaporito gozaban de excelente
salud. Es aplicable a los mugilidos lo expuesto anteriormente para las doradas, respecto a las
cuarentenas sanitarias, o las estabulaciones y durante toda la fase de experimentacion

realizada con estas especies.
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|.4 Ensayos experimentales

La experimentacion con animales se desarrollo durante los cursos 2017-2018, 2018-
2019, 2019-2020 del Programa de Doctorado en Biologia Molecular y Biotecnologia de la

Universidad de Murcia, Espafia.

Las tasas de alimentacion fueron fijadas en funcion de la especie, talla y dietas que
se le iba a suministrar a los peces. El horario de alimentacion se fij6 en funcion de los héabitos

diurnos de las especies empleadas durante la experimentacion.

La distribucién de los animales por tanque/acuario, de las diferentes dietas
experimentales (tratamiento) por tanque, asi como la seleccion de animales para el sacrificio
se realizaron de manera totalmente aleatoria. Los muestreos de peso y crecimiento se
realizaron sobre todos los ejemplares puestos en experimentacion por lo que el tamafio de la
poblacion estadistica (n) en estos datos siempre serd mayor o igual —en el caso de
experimentos con pocos ejemplares— que en el resto de técnicas de biologia molecular. En
algunos experimentos la poblacion (n) es igual dada la dificultad de obtener ejemplares de
la familia mugilidaépor lo que en estas experimentaciones el nimero de ejemplares se redujo
a los minimos estadisticamente viables, frente a los realizados con dorada en los que el

nimero de animales fue mayor.

Las condiciones de temperatura fueron de 20 ° C + 2 ° C son similares para todos los
experimentos al compartir un mismo espacio climatizado en el Animalario de la Universidad
de Murcia. El fotoperiodo para todos los experimentos fue de 12 horas luz, 12 horas de
oscuridad. Las condiciones del agua fueron analizadas periddicamente utilizando tiras
reactivas Speedy test (Prodac, UK) considerandose dentro de unos parametros normales para
el bienestar de los peces (Friend of the Sea, 2014, 2016), (Amonio (NH4) < 1 mg/L; nitratos
(NOj3") <15 mg/L; Nitrito (NO2 ) <I mg/L).

Los niveles de salinidad del agua donde se realiz6 la experimentacion puede variar
de manera considerable entre experimentos. En uno de estos experimentos los diferentes
grupos experimentales se mantuvieron a una salinidad de 0 %o frente a un 36 %o, lo que
podriamos considerar condiciones de agua dulce y/o marinas respectivamente (capitulo 7).
En caso de no expresarse en el capitulo experimental correspondiente la salinidad del agua

para todos los tratamientos/grupos se establecié en un 28 %eo.
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Todos los experimentos se han llevado a cabo en sistemas de recirculacion, bien
individuales (por acuario) pero con idénticos equipos circulacion del agua, filtracion, y
depuracion para todos los tanques, o en sistemas agrupados por grupos de tanques de manera

que las condiciones experimentales fueran analogas en todos los grupos y acuarios.

Cada capitulo de esta seccion corresponde a un experimento realizado, con sus
oportunas particularidades de disefio experimental para adecuar las condiciones, la poblacién
experimental, etc. al objetivo del experimento (tallas, grupos, sistemas y/o acuarios, etc.).
Por eso una vez tenidas en cuenta (para todos los experimentos) las consideraciones
generales de este apartado —I1.4 Ensayos experimentales—, se debe tener en cuenta también
el apartado referente al disefio experimental particular incluido en cada experimento/capitulo
donde se recoge si existe alguna particularidad concreta diferente a las condiciones

relacionadas con anterioridad.

.5 Dietas

Se disefiaron y formularon varias dietas experimentales en funcién de los
requerimientos nutricionales analizados de la bibliografia cientifica para cada especie sobre
las que se ha llevado a cabo la experimentacion, y las experiencias previas realizadas por el
doctorando. Y, en funcion de las materias primas disponibles localmente para ello. Los
materiales y métodos correspondientes a las dietas por su extension son descritas en el
capitulo siguiente: Capitulo II, Materiales y métodos 2. Formulacion, fabricacion, seleccion

y composicion de los piensos experimentales.

Durante la fase experimental de este trabajo se han utilizado diferentes dietas, de ellas
algunas han sido industriales y/o comerciales compradas a la filial de del grupo Nutreco
(Paises Bajos) en Espafia, Skretting Espafia S.A. (Burgos, Espafia), en adelante Skretting. El
grupo Nutreco a través de sus filiales Skretting y Trouw nutrition, es uno de los mayores
proveedores de alimento para acuicultura del mundo con mas de 3.500 empleados, una
produccion de 2,6 Mt anuales y fabricas en dieciocho paises (Skretting, 2022). El grupo
Nutreco forma parte del conglomerado empresarial SHV (Paises Bajos) con filiales en los
sectores de la energia, ingenieria, supermercados y alimentacion, etc. El resto de dietas han
sido disefiadas desde cero y fabricadas en las instalaciones del animalario de la Universidad

de Murcia por la empresa Biothesan, S.L.U (Granada, Espana) propiedad del doctorando.

37



Capitulo I. Materiales y métodos 1

1.6 Parametros biométricos, crecimiento y eficiencia de la alimentacion

A partir de los datos obtenidos durante los muestreos biométricos los dias (x) de peso
(P), (g = 0,01) y la raciéon diaria proporcionada a cada grupo experimental se pudieron
calcular los pardmetros relativos al crecimiento de los sujetos experimentales, asi como del
aprovechamiento de la alimentacion proporcionada segun las expresiones que a continuacion

se detallan:

Incremento de peso (AP): Como diferencia neta de peso entre tiempos experimentales (t)
de acuerdo a la siguiente ecuacion:

AP = Peso humedo final (g) — Peso htimedo inicial (g)

Tasa de crecimiento especifico (TCE): (en inglés SGR o spécific growth rate). Como la
relacion del porcentaje diario de crecimiento para los intervalos experimentales de tiempo
(t) de acuerdo a la siguiente ecuacion:

TCE = [(In Peso final (g) -In Peso inicial (g) /nimero de dias (dia))]*100

indice de conversion alimenticia (ICA): (en inglés FCR o food conversion ratio) Como
relacion entre la alimentacion suministrada y el incremento de peso para los intervalos de
tiempo (t) de acuerdo a la siguiente ecuacion:

FCA = Alimento total suministrado (g) / AP (g)

Tasa de eficiencia proteica (TEP): Como la relacion entre la proteina suministrada con la
dieta y el incremento de peso para los intervalos de tiempo (t) acuerdo a la siguiente
ecuacion:

TEP= AP (g)/ proteina suministrada con la dieta (g)

Tasa de eficiencia lipidica (TEL): Como la relacion entre la grasa suministrada con la dieta
y el incremento de peso para los intervalos de tiempo (t) de acuerdo a la siguiente ecuacion:

TEL= AP (g)/ lipidos suministrados con la dieta (g)

Tasa de eficiencia energética (T EE): Como la relacion entre la energia bruta de combustion
(Kcal/g) proporcionada con la dieta y el incremento de peso para los intervalos de tiempo (t)
de acuerdo a la siguiente ecuacion:

TEE= AP (g)/ Kcal (g) suministrados con la dieta (g)
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|.7 Toma de muestras bioldgicas

Una vez iniciado los experimentos se recogian diferentes muestras bioldgicas, a
tiempo inicial y al menos en el tiempo final, intentando que todos los experimentos
realizados tengan un maximo de correspondencia entre ellos. Todos los ejemplares fueron
pesados y medidos al inicio de los experimentos y también al final, pudiendo existir algin

punto de muestreo intermedio (en el caso de que la duracion del experimento asi lo exigiera).

Para la toma de muestras se sigui6 de manera general el procedimiento siguiente: Se
seleccionaron aleatoriamente y sucesivamente ejemplares de cada tratamiento (n=x). Dichos
ejemplares se anestesiaron por inmersion en agua con 2-fenoxi-etanol a una proporcion de 3

mililitros (ml) cada 5 litros de agua (1) recomendada para estas especies.

Una vez completamente anestesiados los animales se procedia a tomar una muestra de
moco de la piel de acuerdo con el método descrito por Guardiola et al. (2014) (Figura 6).
Respecto a las muestras de moco de la piel, dichas muestras fueron centrifugadas a
10.000 r.p.m., a 4° C durante 15 minutos para separar escamas u otros restos. Después el

sobrenadante fue recogido y conservado a -80° C hasta su uso.

Una vez recogido el moco, se procedia a pesar en una bascula (Europe 600, Gibertini.
Error + 0,01 g) y a medir mediante la realizaciéon de una fotografia sobre un papel
milimetrado laminado en mate para evitar reflejos (Figura 8). Imagen tomada con una
camara digital (Canon EOS, EEUU) montada sobre un tripode (Manfroto, Italia) para su
posterior procesado de imagen con el programa de codigo abierto ImageJ + FIJI.

(Schindelin et al., 2012; Schneider et al., 2012).

Después se procedia a la extraccion de sangre en la zona posterior de la espina dorsal
(Figura 7), las muestras obtenidas se dejaron coagular a 4° C durante cuatro horas, para
posteriormente realizar una centrifugaciéon a 10.000 r.p.m a 4° C durante diez minutos,
obteniendo el suero sobrenadante. El suero se transferia a otros tubos de microcentrifuga y
para su conservacion a -20° C hasta su posterior analisis en los laboratorios de la Facultad
de Biologia. A continuacion, se realizaba la diseccion del animal obteniendo —dependiendo
del experimento— distintos tejidos: piel, higado, etc., los cuales se procedia a introducirlos
en tubos de microcentrifuga para su congelacion en nitrogeno liquido, y posterior

conservacion a -80° C hasta su procesado y tratamiento.
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En la diseccion el primer tejido que se obtiene es el rifion cefalico (Figura 9), este se
extrae de los ejemplares en condiciones de esterilidad, y se introduce en medio de cultivo
Roswell Park Memorial Institute (RPMI), sSRPMI-1640 (Sigma) suplementado con 0,35%
de cloruro sodico con el fin de ajustar la osmolaridad del medio (280 mOsm), 100 pg/ml de
penicilina (Flow), 100 pg/ml de estreptomicina (Flow) y un 3% de suero bovino fetal (SBF, Gibco)
con 10 pg/ml de heparina (Sigma). De esta manera se obtienen suspensiones celulares

mediante el tamizado de los fragmentos de rifion cefélico a través de mallas de nylon

(diametro de poro 100 pm) (Figura 10).

T
—

Figura 9: Extraccion del rindn cefalico de un ejemplar de dorara (Sparus aurata). Autor:
Luciano Vilchez Gobmez (noviembre 2018)

Figura 10: A) Extraccion del rindn cefélico de un ejemplar de dorara (Sparus aurata); B)
tamizado de las células obtenidas para su posterior uso en el laboratorio y evaluacién de la
inmunidad celular. Autor: Luciano Vilchez Gédmez (noviembre 2018)
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Después estas muestras son centrifugadas (1.500 r.p.m., 10 min, 25° C) obteniendo
los leucocitos del rifion cefalico. Estas células obtenidas son recogidas, y re-suspendidos de
nuevo en medio SRPMI-1640 esta vez sin heparina (medio de lavado), y centrifugados
nuevamente (1.500 r.p.m., 10 min, 25° C). Tras tres lavados, los leucocitos recogidos y re-
suspendidos son contados con un contador de células (Beckham Coulter Z2), y ajustados a
107 células/ml. Se comprueba la viabilidad celular (que sea siempre superior al 90%) lo cual
se determina mediante el test de exclusion del azul tripan (Phillips, 1973). Las suspensiones
celulares obtenidas se emplean inmediatamente para evaluar la inmunidad celular
(actividad fagocitica, actividad peroxidasa y explosion respiratoria). Vide infra. 1.9

Parametros de la inmunidad celular.
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.8 Parametros de la inmunidad humoral

1.8.1 Actividad enzimatica en el sueroy en el moco de la piel

1.8.1.1 Actividad antiproteasa

La actividad antiproteasa total se determiné por la capacidad del suero para inhibir
la actividad tripsina con algunas modificaciones de acuerdo a Guardiola et al. (2014).
Brevemente, 10 pl de suero o de moco se incubaron durante 10 minutos a 22° C con 10 pl
de solucion estandar de tripsina (5 mg ml™!, en bicarbonato sédico 60 mM, pH 8,3). A
continuacion, se anadieron 100 pl de bicarbonato de amonio 100 mM y 125 ul de azocaseina
al 2% (en bicarbonato de amonio 100 mM) y las muestras se incubaron durante 120 minutos
a 22° C. Finalmente, se afiadieron 250 pl de TCA (4cido tricloroacético) al 10% y se realizo
una nueva incubacién durante 30 min a 22° C. La mezcla se centrifugd a continuacion
(10.000 r.p.m., 5 min) siendo los sobrenadantes transferidos a una placa de 96 pocillos en
triplicado que contenia 100 pl en cada pocillo de NaOH 1 N, y la absorbancia leida a 450
nm usando un lector de microplacas (BMG, Fluoro Star Galaxy). En lugar de suero y tripsina
como blanco de la lectura se puso tampon bicarbonato de amonio mientras que la muestra
de referencia fue bicarbonato de amonio en lugar de suero. Se calculd el porcentaje de
inhibicién de la actividad de tripsina para cada muestra en comparacion con las muestras de

referencia.
1.8.1.2 Actividad peroxidasa

La actividad peroxidasa fue determinada siguiendo la metodologia de Quade & Roth
(1997) y Guardiola et al. (2014). Se dispusieron 5 pl de suero o 30 pl de moco en placas de
96 pocillos y se adicionaron 45 pl de tampén Hanks (HBSS, Sigma) sin Ca** ni Mg?", 0 120
ul de tampdn en el caso del moco, a los que se afiadieron 50 pl de hidrocloruro de 3,30,5,50-
tetrametilbenzidina (TMB, 10 mM, Sigma) y 50 pl de H>O> (5 mM, Sigma). Transcurridos
50 segundos de la reaccion, el cambio de color fue detenido mediante la adicion de 50 pl de
acido sulfarico (2 M) (Sigma), midiendo inmediatamente después la absorbancia a 450 nm
en un espectrofotometro (BMG, Fluoro Star Galaxy). Se introdujeron muestras control que
contenian TMB y H>O», pero no suero, ni moco que se usaron como blancos. La alteracion
de la absorbancia mas de 1 puede definirse como una unidad de peroxidasa. Los resultados

finales se expresaron como unidades ml™!.

42



Andlisis bioeconémico de la valorizacién de subproductos de la industria cervecera
en dietas funcionales para una acuicultura sostenible

[.8.1.3 Actividad de la lisozima

La actividad de la lisozima se midi6 de acuerdo con el método turbidimétrico descrito
por Guardiola et al. (2014) con algunas modificaciones. Brevemente, se colocaron 20 pl de
suero en placas de 96 pocillos de fondo plano. A cada pocillo se anadieron 180 ul de
Micrococcus lysodeikticus liofilizado (0,2 mg ml™!, Sigma) en fosfato sédico 40 mM (pH
6,2) como sustrato de lisozima. Como blancos de cada muestra, se afiadieron 20 pl de suero
0 de moco a 180 pl de tampdn fosfato sddico. La absorbancia a 450 nm se midi6 después de
20 minutos a 35°C en un lector de microplacas (BMG, Fluoro Star Galaxy). Las cantidades
de lisozima presentes en suero se obtuvieron a partir de una curva estandar hecha con
lisozima de clara de huevo de gallina (HEWL, Sigma) a través de diluciones en serie en el
tampon anterior. Los valores de lisozima en suero se expresan como pg ml™! equivalente de

actividad HEWL
1.8.1.4 Cuantificacion de proteinas

La concentracion de proteinas de cada muestra se llevé a cabo mediante el método
de Bradford descrito en Bradford (1976) consistente en la cuantificacion de la unién de un
colorante, el Azul de Coomassie G-250, a la proteina, comparando esta union con la de
diferentes cantidades de una proteina estandar, para lo que se utilizé albimina de suero
bovino (BSA, Sigma). La medicion de la absorbancia se llevo a cabo en un
espectrofotometro (BMG, Fluoro Star Galaxy) a 595 nm tanto de las muestras como de la
curva de calibracion de la proteina estandar. Con los resultados de la curva se interpolaron
los resultados de absorbancia por muestra obteniendo la concentracion de proteinas para

cada muestra.
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1.9. Parametros de la inmunidad celular

1.9.1 Actividad peroxidasa de los leucocitos del rindn cefalico

El contenido de peroxidasa de los leucocitos fue determinado siguiendo la
metodologia de Rodriguez et al. (2003). El ensayo se realiz6é en placas de 96 pocillos de
fondo plano, colocando en cada pocillo 5 pl de la suspension de leucocitos. Estos leucocitos
fueron lisados mediante la incubacion con 50 pl de bromuro de cetiltrimetilamonio al 0,02 %
(CTAB, Sigma) en agitacion a 40 ciclos/min en un agitador de placas (IUL) durante 10 min.
Posteriormente se adicionaron 50 pl de TMB (20 mM) y 50 pl de H20; (5 mM) vy,
transcurridos 50 segundos la reaccion fue parada mediante la adicion de 50 pl de acido
sulfurico (2 M). La absorbancia a 450 nm fue medida en un espectrofotometro (BMG, Fluoro
Star Galaxy). Se introdujeron muestras control que contenian TMB y H>O: pero sin

leucocitos.
1.9.2 Explosion respiratoria de los leucocitos del rinon cefalico

La explosion respiratoria fue estudiada mediante quimioluminiscencia, siguiendo la
metodologia de Bayne & Levy (1991). Para este ensayo se prepararon disoluciones de
trabajo de 1 mg/ml de forbol miristato acetato (PMA, Sigma) en etanol y de 102 M de
luminol (Sigma) en dimetil sulféxido (DMSO, Sigma), que fueron almacenadas a —20° C y
4° C, respectivamente. A partir de estas disoluciones se prepararon otras que contenian
conjuntamente PMA y luminol a unas concentraciones finales de 1 pg/ml y 10* M,
respectivamente, en tampén Hanks (HBSS) con Ca*" y Mg**. Los ensayos se llevaron a cabo
en placas de 96 pocillos, poniendo 100 pl por pocillo de la suspension de leucocitos. A
continuacion, se adicionaron a cada pocillo 100 pl de la disolucién de PMA y luminol. Las
placas fueron agitadas e inmediatamente leidas en un fluorimetro (BMG, Fluoro Star Galaxy)
que fue programado para realizar mediciones en 30 ciclos de 2 min cada uno. La cinética de
las reacciones fue analizada y la pendiente maxima de cada curva estimada. También se
introdujeron controles consistentes en la adicion a cada muestra de una disolucién que
contenia luminol pero no PMA, y un control con todos los reactivos pero sin células del

rinon cefalico.
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1.9.3 Actividad fagocitica de los leucocitos de rinon cefalico

La actividad fagocitica de los leucocitos se analiz6 mediante citometria de flujo
conforme a la técnica descrita en Esteban et al. (1998). Para ello se utilizaron levaduras
inactivadas por calor y liofilizadas, (Saccharomyces cerevisiae, cepa S288C) que
previamente fueron marcadas con fluoresceina-5-isotiocianato o isotiocianato de
fluoresceina (FITC, Sigma). Después de marcarlas las levaduras se lavaron con medio RPMI
suplementado (sSRPMI). sRPMI-1640 (Sigma) suplementado con 0,35 % de cloruro sodico
con el fin de ajustar la osmolaridad del medio (280 mOsm), 100 pg/ml de penicilina (Flow),
100 pg/ml de estreptomicina (Flow) y un 3 % de suero bovino fetal (SBF, Gibco) con 10
png/ml de heparina (Sigma). De esta manera se obtienen suspensiones celulares mediante el
tamizado de los fragmentos de rifidon cefalico a través de mallas de nylon (didmetro de poro
100 um) y se ajustaron a una concentracion celular de 5x107 células ml™! en dicho medio. La
incubacién se realizd en placas de 96 pocillos de fondo plano, poniendo 100 pl de la
suspension de leucocitos a los que se adicionaron 60 pl de la levadura previamente marcada.
Las muestras fueron centrifugadas (1.500 r.p.m., 5 min, 22° C), mantenidas en oscuridad 5
min mas, resuspendidas e incubadas nuevamente a 22° C durante 30 min. Tras este periodo
se detuvo la fagocitosis colocandolas en hielo y adicionando a cada muestra 500 pl de
tampon fosfato salino (Phosfate-Buffered saling PBS) (Gibco) a 4° C. La fluorescencia de
las levaduras no ingeridas fue bloqueada por adicion de 40 pl de una solucion de azul tripan

al 4% en tampon fosfato salino (PBS).

Para los anlisis se utilizo un clitdmetro de flujo (Becton Dickinson) con un laser de
argoén de argon ajustado a A 488 nm. El contador de células se ajustd a 10.000 células, que
se adquirieron a una velocidad de 300 células s”'. Los datos se recogieron en forma de
dispersion lateral de dos pardmetros (granularidad) (SSC) y dispersion hacia adelante
(tamafo) (FSC), y fluorescencia verde (FL1) punto tramas o histogramas se hicieron en un
sistema computerizado. Los histogramas de fluorescencia se representaron en una escala
logaritmica. El clitometro fue ajustado para analizar los leucocitos a los valores mas altos de
SSC y FSC. La capacidad fagocitica se defini6 como el porcentaje de células con una o mas
bacterias ingeridas (células fluorescentes verdes-FITC) dentro de la poblacién celular
fagocitica mientras que la capacidad fagocitica era la intensidad media de fluorescencia. El
estudio cuantitativo de los resultados se realizo utilizando la opcion estadistica del Paquete

de Software Lysis (Becton Dickinson).
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1.10 Analisis de la expresion génica

Para el analisis de la expresidn génica se llevaron a cabo una serie de pasos:

1. Extraccion de ARN: El proceso de extraccion de ARN se efectué en una campana de
extraccion de gases. Las muestras de tejido que habian sido congeladas en nitrogeno liquido
y mantenidas a -80 °C fueron descongeladas, se les afiadieron 500 uL de reactivo TRIzol
(Thermo Fisher Scientific) y fueron homogeneizadas empleando un homogeneizador
Polytron (Kinematica). Se anadieron 100 pL de cloroformo y fueron incubadas durante 5
min, se agitaron los tubos durante 15 s, se dejaron incubar durante 3 min a temperatura
ambiente y se centrifugaron (15 min, 14.000 x g, a 4° C) para separar la solucion obtenida
en tres fases, quedando proteinas y lipidos abajo, una inter-fase central de ADN vy, una fase
superior, acuosa, que contiene el ARN. Se transfirié la fase acuosa a nuevos tubos Eppendorf
y se afiadieron 500 pL de isopropanol frio para precipitar el ARN. Se agitaron ligeramente,
se incubaron 5 minutos a temperatura ambiente y se centrifugaron nuevamente (14.000 X g,
4° C). Se descartaron los sobrenadantes y se retird el isopropanol. Se afiadieron 700 pL de
etanol (75% en agua libre de RNasas) a cada tubo y se centrifugaron (8,000 x g, 5 min, 4°
C), este proceso fue repetido dos veces. Al retirar los sobrenadantes se encontraron posos de
ARN en el fondo de los tubos. Se retir6 el etanol y se introdujeron los tubos en una estufa
(55° C, 30 min) para que se evaporasen los restos de etanol. Los posos se re-suspendieron en

20 pL de agua destilada libre de RNasas.

Posteriormente, el ARN de cada muestra se cuantifico en un NanoDrop (Thermo
Fisher Scientific). La proporcion 260/280 indica la presencia de proteinas o fenoles cuando
el valor es inferior a 2,0; y la proporcion 260/230 nos indica la pureza del acido nucleico,
esperando unos valores entre 2,0 y 2,2. Todas las muestras mostraban proporciones 260/280
y 260/230 correspondientes a un ARN puro. De cada muestra, se usé 1 ug de ARN para

realizar la retrotranscripcion y los tubos se conservaron nuevamente a -80° C.

2. Retrotranscripcién: La retrotranscripcion consiste en el paso de ARN a ADN
complementario usando una enzima llamada transcriptasa reversa o retrotranscriptasa. El
ADN obtenido mediante este método se denomina cADN. El primer proceso fue una
limpieza de nuestro ARN de DNasas, anadiendo 1 uL de buffer con 1 pL. de DNasa I por

cada muestra. Se incub6 durante 30 min en el termociclador (Eppendorf) a 37° C. Se afiadié
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1 uL de solucion Sfop a la muestra para detener la reaccidn. En el termociclador, se incubaron
las muestras a 65° C durante 10 minutos para inactivar la DNasa [ y después se mantuvieron
a 4° C. A cada muestra, se afiadié 1 pL de Oligo dT12-18 y 1 puL de dNTPmix 10 mM.
Posteriormente, se afiadieron 4 uL de first strand buffer 5X, 1 uL de DTT, 1 uL de agua libre
de DNasas y RNasas y 0,75 puL de la enzima SuperScript IV (SSIV) a cada muestra. En el
termociclador, se incubaron las muestras a 50° C durante 10 minutos y, posteriormente, a
80° C durante otros 10 minutos, para inactivar la reaccion. Las muestras de piel, se re-
suspendieron los 20 uL de cDNA en 180 uL de agua libre de RNasas y las muestras de tejido

intestinal en 480 pL. Las muestras de cDNA se almacenaron a -20° C.

Tabla 1: NiUmeros de acceso de genes y secuencias de cebadores utilizados para el analisis
de la expresidn génica

Nombre del Gen Abreviatura n° GenBank Secuencia del primer (5'-3’')

F:  ATAGACAAAGCGGTGGCCTA

Componente 3 del complemento c3 CX734936

R: GTGGGACCTCTCTGTGGAAA

F: GAGTACTGGAAGCCGAGCAC
Ciclooxigenasa 2 cox-2 AM296029

R:  GATATCACTGCCGCCTGAGT

F:  GCCATCGTGCTCACCTTTAT
Hepcidina hamp CB184616

R:  CTGTTGCCATACCCCATCTT

F:  TGGCAAATTGATGGACAAAA
Inmunoglobulina T gt FM145138

R: CCATCTCCCTTGTGGACAGT

F:  GGGCTGAACAACAGCACTCTC
Interleucina 18 I-1B AJ277166

R:  TTAACACTCTCCACCCTCCA

F: CCAGGGCTGGAAATCAACTA
Lisozima lyz AM749959

R: CCAACATCAACACCTGCAAC

F: AAGTGCATTGCCAGCTTCTT
Receptor de linfocitos B terfp AM261210

R: TTGGCGGTCTGACTTCTCTT

F:  TCGTTCAGAGTCTCCTGCAG
Factor de necrosis tumoral a tnfa AJ413189

R:  TCGCGCTACTCAGAGTCCATG

F:  CCCCAGTCTGAGTGGAGTGT
B-defensina B-def FM158209

R:  AATGAGACACGCAGCACAAG
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1.11 Otras técnicas y consideraciones

Fundamentalmente las técnicas anteriormente descritas son las que se han utilizado
durante la experimentacion y realizacion de este trabajo. Es posible que se haya realizado
alguna otra técnica no descrita en este apartado, debido sobre todo a la realizacion de
colaboraciones con otros grupos de investigacion. En esos casos concretos la técnica se
recogera en el correspondiente apartado de ese capitulo experimental. Del mismo modo y
junto con las analiticas se recogeran las técnicas que se hayan realizado sobre las materias

primas o la composicion de los peces.
1.12 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos han sido representados en las graficas y tablas
correspondientes como la media + el error estindar (SEM) para cada pardmetro medido. Los
datos fueron analizados con el programa estadistico SPSS 19.0. Para calcular la normalidad
de los datos previamente se realizo la prueba Shapiro-Wilk y la homogeneidad de la varianza
fue verificada usando la prueba de Levene. Para comparar las medias entre muestras se
realiz6 la prueba T de Student, y para los no normales, se realiz6 la prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis (dichos datos se transformaron previamente). Las diferencias
significativas entre grupos o dietas se analizaron mediante Anova factorial (cuando el
numero de grupos o dietas lo permitia), o alternativamente se realizé la prueba T de Student.
Las pruebas Anova conllevaron un andlisis post-hoc de Tukey o Games-Howell.
Principalmente estas son las pruebas estadisticas realizadas para determinar las diferencias
significativas entre ellas, considerando las diferencias estadisticamente significativas al 95%
de nivel de confianza (p < 0,05) en todos los casos. Todas las medias se han realizado por

triplicado.

48



Andlisis bioeconémico de la valorizacién de subproductos de la industria cervecera
en dietas funcionales para una acuicultura sostenible

1.13 Bibliografia

Bayne, C. J., & Levy, S. (1991). Modulation of the Oxidative Burst in Trout Myeloid Cells
by Adrenocorticotropic Hormone and Catecholamines: Mechanisms of Action.
Journal of Leukocyte Biology, 5(6), 554-560. https://doi.org/10.1002/j1b.50.6.554

Bradford, M. M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
Biochemistry, 72(1), 248-254. https://doi.org/10.1016/0003-2697(76)90527-3

Céamara-Ruiz, M., Garcia-Beltran, J. M., Cerezo, I. M., Balebona, M. C., Morifiigo, M. A.,
& Esteban, M. A. (2022). Immunomodulation and skin microbiota perturbations

during an episode of chronic stress in gilthead seabream. Fish & Shellfish
Immunology, 122, 234-245. https://doi.org/10.1016/.151.2022.02.011

Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 22 de septiembre de 2010,
relativa a la proteccion de los animales utilizados para fines cientificos (Texto
pertinente a efectos del EEE), (2019). http://data.europa.eu/eli/dir/2010/63/2019-06-
26/spa

Du, Z., & Turchini, G. M. (2021). Are we actually measuring growth?—An appeal to use a
more comprehensive growth index system for advancing aquaculture research.
Reviews in Aquaculture, raq.12604. https://doi.org/10.1111/raq.12604

Esteban, M. A., Mulero, V., Muioz, J., & Meseguer, J. (1998). Methodological aspects of
assessing phagocytosis of Vibrio anguillarum by leucocytes of gilthead seabream

(Sparus aurata L.) by flow cytometry and electron microscopy. Céll and Tissue
Research, 2931), 133—141. https://doi.org/10.1007/s004410051105

Friend of the Sea. (2014). Friend of the Sea Standard. Aqua Marine Criteria and indicators
for the Certification of sustainable marine aquaculture. Friend of the Sea.
www.friendofthesea.org

Friend of the Sea. (2016). Friend of the Sea Standard. Inland Standards for the certification
of lanad-based aquaculture. Friend of the Sea. www.friendofthesea.org

Guardiola, F. A., Cuesta, A., Abellan, E., Meseguer, J., & Esteban, M. A. (2014).
Comparative analysis of the humoral immunity of skin mucus from several marine
teleost  fish. Fish &  Shellfish  Immunology, 401),  24-31.
https://doi.org/10.1016/].£51.2014.06.018

Khansari, A. R., Balasch, J. C., Vallejos-Vidal, E., Parra, D., Reyes-Lopez, F. E., & Tort, L.
(2018). Comparative Immune- and Stress-Related Transcript Response Induced by
Air Exposure and Vibrio anguillarum Bacterin in Rainbow Trout (Oncorhynchus
mykiss) and Gilthead Seabream (Sparus aurata) Mucosal Surfaces. Frontiers in
Immunology, 9. https://www.frontiersin.org/article/10.3389/fimmu.2018.00856

49



Capitulo I. Materiales y métodos 1

Khansari, A. R., Balasch, J. C., Vallejos-Vidal, E., Teles, M., Fierro-Castro, C., Tort, L., &
Reyes-Lopez, F. E. (2019). Comparative study of stress and immune-related
transcript outcomes triggered by Vibrio anguillarum bacterin and air exposure stress
in liver and spleen of gilthead seabream (Sparus aurata), zebrafish (Danio rerio) and
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Fish & Shellfish Immunology, 86, 436-448.
https://doi.org/10.1016/].£51.2018.11.063

Orden ECC/566/2015, de 20 de marzo, Por la que se establecen los requisitos de capacitacion
que debe cumplir el personal que maneje animales utilizados, criados o suministrados
con fines de experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia, Pub.
L. No. Orden ECC/566/2015, BOE-A-2015-3564 27940  (2015).
https://www.boe.es/eli/es/0/2015/03/20/ecc566

Phillips, H. J. (1973). CHAPTER 3—Dye Exclusion Tests for Cell Viability. In P. F. Kruse
& M. K. Patterson (Eds.), T7issue Culture (pp. 406-408). Academic Press.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-427150-0.50101-7

Quade, M. J., & Roth, J. A. (1997). A rapid, direct assay to measure degranulation of bovine
neutrophil primary granules. Veferinary Immunology and Immunopathology, 583
4), 239-248. https://doi.org/10.1016/s0165-2427(97)00048-2

Rodriguez, A., Esteban, M. A., & Meseguer, J. (2003). Phagocytosis and peroxidase release
by seabream (Sparus aurata L.) leucocytes in response to yeast cells. 7he Anatomical
Record. Part A, Discoveries in Molecular, Céllular, and Evolutionary Biology,
2721), 415-423. https://doi.org/10.1002/ar.a.10048

Schindelin, J., Arganda-Carreras, 1., Frise, E., Kaynig, V., Longair, M., Pietzsch, T.,
Preibisch, S., Rueden, C., Saalfeld, S., Schmid, B., Tinevez, J.-Y., White, D. J.,
Hartenstein, V., Eliceiri, K., Tomancak, P., & Cardona, A. (2012). Fiji: An open-
source platform for biological-image analysis. Nature Methods, X7), 676-682.
https://doi.org/10.1038/nmeth.2019

Schneider, C. A., Rasband, W. S., & Eliceiri, K. W. (2012). NIH Image to ImagelJ: 25 years
of image analysis. Nature Methods, A7), 671-675.
https://doi.org/10.1038/nmeth.2089

Skretting. (2022). Skretting en datos. Skretting. https://www.skretting.com/es-es/asi-es-
skretting/Skretting-en-datos/

50



Andlisis bioeconémico de la valorizacién de subproductos de la industria cervecera
en dietas funcionales para una acuicultura sostenible

Este folio ha sido intencionadamente dejado en blanco.
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11.1 Diseno y formulacion de las dietas experimentales

De manera previa a la experimentacion se disefaron y formularon las dietas que se
han utilizado tanto para dorada como para mugilidos, cuya composicién se recoge en el

apartado I1.5 Composicion de las dietas experimentales de este capitulo.

Para su formulacion se ha utilizado el método del Cuadrado de Pearson por ser la
mas sencilla y adecuada para el propdsito buscado. También creemos que es el método
adecuado dado el reducido numero de materias primas utilizadas, y el objetivo perseguido.
Por el contrario, para la formulacion de dietas comerciales —mucho mas complejas en su
composicidon— se necesita de otros métodos de programacion, y requieren ineludiblemente

del uso de herramientas informaticas.

Siendo el objetivo de este trabajo evaluar el posible uso de los subproductos de la
industria cervecera como materias primas en acuicultura —y siendo escasos los trabajos
cientificos que abordan este aspecto—, se ha partido practicamente de cero a la hora de

realizar la formulacion, disefio y fabricacion de las dietas ensayadas.

Para abordar este trabajo ha sido fundamental las experiencias previas realizadas por
el doctorando, y el andlisis de los requerimientos nutricionales extraidos de la bibliografia

cientifica para cada especie — Chélon labrosusy Sparus aurata—.
1.2 Fabricacion de las dietas experimentales

En atencion a la naturaleza de las diferentes materias primas se han realizado su
recepcion, y conservacion adecuada, en las instalaciones del Animalario de la Universidad

de Murcia.

En general, una vez recibidas de los diferentes proveedores se preservaron de la luz
y de la humedad, asi como se conservaron a temperatura estable fuera del alcance de fuentes

de calor (20 ° C £2°C).

Tan solo las levaduras de desecho se conservaron en frio (4 ° C + 2° C).
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[1.2.1 Tamizado, filtrado y molienda de las materias primas

Dependiendo de la naturaleza de la materia prima (liquida o sélida) se procedid a un
tamizado (harinas de pescado), o filtrado (aceite de pescado, levaduras, etc.) para evitar
particulas de gran tamafio, u otros restos indeseables que se pudieran introducir en los
piensos. Al provenir estas materias primas de subproductos de la industria, se tuvo especial
cuidado en evitar restos de cartilagos, espinas, o escamas, o cualquier otro objeto indeseable
fruto del proceso industrial. Este tamizado y filtrado que se hizo mas por garantizar la
seguridad y la inexistencia de elementos reiteramos indeseados. El aceite de pescado
presentaba un color, una viscosidad, y el olor caracteristico de este tipo de aceites sin que
hubiera restos solidos en suspension, o humedad. La harina de pescado si presentaba algiin
que otro trozo de espinas y cartilagos, y una granulometria irregular con algunos granulos
de gran tamafio (Figura 11). Estas particulas se retiraron mediante tamizado y el resto de las
cantidades necesarias de la harina para la fabricacion de los piensos se homogeneiz6
mediante molienda con un molinillo de grano (modelo Zilla, marca Orbit). Con posterioridad
al filtrado, cribado, tamizado y molienda las materias primas se conservaron hasta su
posterior uso (fabricacion) en envases de plastico alimentario, nuevos, limpios y
desinfectados con etanol. La conservacion se realizd6 a las temperaturas expresadas

anteriormente.

Figura 11: Imagen de una muestra de la harina de pescado de subproductos de la
industria transformadora. Autor: Luciano Vilchez Gémez (noviembre 2018)

55



Capitulo Il. Formulacion, fabricacion, seleccién y elaboracion de las dietas experimentales

11.2.2 Pesado de las materias primas

De manera previa a la mezcla y peletizacion las materias primas se pesaron de
acuerdo a las tablas de formulacién de cada dieta en una balanza de precision (Europe 600,

Gibertini de error g + 0,01).

De manera general, todas las materias primas se fueron anadiendo a contenedores
plésticos de los utilizados en panaderia u hosteleria. Las cantidades necesarias de materias
primas fueron calculadas para las tasas de ingesta diaria prevista, el nimero de animales en
experimentacion por grupo (o dieta), asi como la duracion en dias del experimento. Con un

margen de + 20 % que pudiera cubrir cualquier imprevisto, posteriores analisis, etc.
11.2.3 Mezclado y peletizado de las dietas

La fabricacion de las dietas se realizo con una peletizadora-mezcladora (KM367 CB,
Bomann). Las materias primas estas se mezclaron durante un tiempo suficiente para
conseguir una mezcla homogénea (dependiendo de las cantidades de materias primas y su
humedad), aproximadamente entre 10 y 15 minutos. Estas masas homogéneas —que
constituirian las dietas— se realizaron con la totalidad de los ingredientes de las dietas
(Figura 12), y se peletizaron a través de una matriz de extrusién con multiples orificios de
un diametro de 1 mm (Figura 13). La inclusion de todos los ingredientes en la mezcla al
inicio reduce los pasos a realizar, los tiempos de espera, y en general el tiempo total de

fabricacion del pienso, y por ende de los costes de mano de obra o energia.

Figura 12: Fotografia de las materias primas de uno de los piensos semi-humedos
fabricados y utilizados en la experimentacion, realizada durante el proceso de pesado previo al
mezclado. Autor: Luciano Vilchez Gémez (noviembre 2018)
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Figura 13: Imagen de la matriz de extrusidbn multiple (diametro 1 mm) utilizada para la
fabricacion de los granulos. Autor: El fabricante, Bomann

II.2.4 Secado de las dietas y pasteurizado

Aun, teniendo en cuenta el alto grado de humedad (< 50%) de las diferentes dietas
fabricadas —que se pueden considerar semi-himedas— no se realizé ningin proceso de
secado, ni forzado mediante el uso de hornos, secadores, etc., ni tampoco a temperatura

ambiente.

La humedad final de los granulos se controldé desde el proceso de mezcla de las
materias primas (ya que se conoce la cantidad inicial en cada una de ellas y las cantidades
incluidas en cada dieta). Asi todo el proceso de fabricacion fue realizado para conservar esa

cantidad de agua original de las materias primas, sobre todo la de las levaduras de desecho.

Durante el proceso de fabricacion de las dietas no se utilizd ningin proceso
intensivo en el uso de la energia, asi la peletizacion se realizd en frio, y no se realizo
reiteramos un secado forzado, tampoco la adicion mediante bombas de vacio de las grasas
y aceites, ni tampoco un proceso de pasteurizado para controlar la composicion microbiana
de los piensos. A diferencia con el proceso de pasterizacion o pasteurizaciéon que si se

realiza en los piensos Oregon “Moist-Pellet”
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[1.2.5 Adicion de aditivos: antioxidantes, vitaminas o minerales, etc.

Ni a las dietas, ni a las materias primas se le adicion6 ninglin tipo de aditivo,
aglomerante, antioxidantes o pre-mezcla mineral o vitaminica durante todo el proceso de
ensilaje o produccion. Las dietas estdn solo compuestas por las materias primas que se
relacionan en su composicion, y tampoco se han adicionado antioxidantes por ejemplo a la
harina, o al aceite de pescado. Diferencia esencial respecto de otras dietas experimentales
y/o industriales las cuales en su composicion incluyen gran cantidad de aditivos

(antioxidantes, minerales, vitaminicos, enzimas, aminoacidos cristalinos, etc.)
I1.2.6 Comprobacidn de la calidad de los granulos

Con posterioridad a la peletizacion, se realizd una necesaria inspeccion ocular y
separacion manual de aquellos granulos de pienso o “pellets ” que estaban aglomerados, o
la eliminacidn de aquellos otros que por el proceso de compactacion resultaron de un tamafio
mayor al deseado (en funcion de la talla de los peces objeto de los ensayos). La fabricacion
de los piensos presentd la dificultad de estar destinados a peces de talla pequefia (o pre-
engorde), ya que los granulos al no realizarse mediante un proceso industrial pueden
presentar en su formato final alguna variabilidad en su tamafio. Evitar esta variabilidad es
mas complejo con los granulos pequefios (<2 mm de didmetro) que con los formatos grandes

para peces de engorde y de mayor talla (3, 4, 5, u 8 mm).

Para poder comparar entre diferentes piensos experimentales se muestran dos imagenes.
La primera (Figura 14) es una fotografia realizada a uno de los piensos semi-humedos utilizados
durante la experimentacion de este trabajo. La segunda, (Figura 15) es una fotografia de los
piensos realizados en Proyecto LIFE Brewery (European Commision, 2022), en el que
también se utilizan subproductos del sector cervecero. En este Proyecto se fabricaron
diferentes piensos secos y de diferente tamafio. En esta imagen, se puede apreciar como hay
restos o polvo (que se ha soltado de los granulos) en la mano operario. Ademas, se puede apreciar
el tamafio y la uniformidad de los “peé//ets” con ayuda de la referencia visual al tamafo de las

palmas de las manos de los operarios (Figura 15) (LIFE Brewery, 2019).
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Figura 14: Fotografia de los granulos de uno de los piensos semi-humedos fabricados y
utilizados en la experimentacion, de diametro del granulo entre 1 mm y 2 mm. Autor: Luciano
Vilchez Gomez (noviembre 2018)

Figura 15: Fotografia de los piensos secos realizados en Proyecto LIFE Brewery para
la realizacion de las pruebas de digestibilidad en el IRTA. Compartida de manera publica en
Facebook el 7/3/2019 en el perfil del proyecto.
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11.2.7 Conservacidn y manipulacion de las dietas

Todo el proceso de fabricacion de las dietas se realizé a una temperatura de 20° C + 2° C,
en un ambiente desinfectado y limpio, extremando las condiciones de higiene y
manipulacion tanto de las dietas como de las materias primas. No se realizé ningin proceso

en condiciones de esterilidad.

Con posterioridad a su peletizacion las dietas se conservaron en contenedores
plasticos herméticos, rotulados e independientes a temperatura controlada (3° C - 5° C) en
un frigorifico dedicado para este uso ubicado en las instalaciones del Animalario de la
Universidad de Murcia. Durante todo el tiempo que se realizaron los ensayos se mantuvo se
procur6 evitar las contaminaciones de las dietas del mismo modo que se hace con cualquier
otro pienso experimental o de mantenimiento de los animales estabulados (piensos

comerciales de Skretting).

Es necesario exponer que los piensos comerciales (< 10 % de humedad) son
hidrofilos por lo que deben conservarse alejados de la humedad. Aspecto este que resulta
complicado en una instalacion acuicola industrial o de experimentacion. Factor que junto al
alto contenido de materias vegetales de estos piensos que puede resultar en el crecimiento
de hongos patdgenos, y en la produccion de micotoxinas. En el caso concreto de las dietas
experimentales realizadas para esta tesis el problema era justamente el contrario, al ser
piensos semi-humedos. Para evitar la deshidratacion y para mantener las ratios de
composicion de macronutrientes respecto del peso del pienso se conservaron en

contenedores herméticos y en frio.

Asi, diariamente la racion de cada dieta era pesada con precision (error g + 0,01) en
una balanza, y conservada en un pequefio recipiente de plastico numerado por tanque hasta
su administracion. Este proceso se realizaba sin mayores precauciones que la de hacerlo
sobre una superficie limpia, con las manos lavadas y secas, y usando recipientes numerados
que diariamente eran lavados con agua y jabon, y secados (para su reutilizacion los dias

siguientes).

Dado el alto contenido de levaduras de las dietas las caracteristicas de las mismas no
variaron durante el tiempo de uso y conservacion. Asi el olor era agradable, similar al del

inicio de la fabricacion, dulzon, a levadura de cerveza fermentada con ciertos matices fuertes
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del olor de la harina y aceite de pescado, no hubo cambios en la coloracion, o en la textura

de los granulos, ni se aprecio crecimiento de hongos filamentosos o mohos (a simple vista).

Este crecimiento de hongos y mohos es observable a simple vista, aunque se haya
realizado un proceso de secado industrial (humedad < 10 %), cuando se dan las siguientes
circunstancias: 1) las condiciones de humedad del ambiente son altas, ii) los piensos no estan
en recipientes o contenedores aislados de la humedad ambiental, iii) incluyen en sus
formulaciones materias primas vegetales. De ahi que habitualmente las dietas
experimentales se mantengan en frio durante su uso y las industriales se recomiende por los

fabricantes mantenerlas alejadas de ambientes himedos y de fuentes de calor.

En este caso, la conservacion en frio y en contenedores herméticos de las dietas
experimentales utilizadas durante la tesis se realiz6 mas por mantener unas condiciones de
higiene, evitar contaminaciones —con otras materias primas, de otros piensos, etc. que
pudieran guardarse en el mismo frigorifico durante la experimentacion— mas que por el
motivo de preservar dichas dietas de crecimientos de hongos o mohos. También se
mantuvieron en estas condiciones por mantener un grado de humedad constante durante los
experimentos que garantizara la ratio de nutrientes por peso de la dieta, ya que una mayor
deshidratacion incrementaria proporcionalmente la cantidad de proteina, grasas, etc. de la
racion diaria suministrada a los animales. Algunas porciones de estas mezclas o piensos
experimentales se han conservado sin mantener la cadena de frio y no han aparecido

crecimiento de mohos u hongos.
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11.3 Resultado de la fabricacion de las dietas experimentales

Como resultado del proceso anterior se obtuvieron las dietas experimentales que se
evaluan en la seccion experimental de este trabajo. Las caracteristicas de los granulos del
pienso se pueden apreciar en la Imagen 9 previamente mostrada, ya que todas las dietas
fabricadas presentan unas caracteristicas similares. El proceso realizado y descrito permitid
obtener granulos regulares de tamafio, de diametro entre 1 mm y 2 mm, algo alargados por
el proceso de peletizacion en frio, marrones, y suaves al tacto por el alto contenido de

humedad —aunque entre ellos no se aglutinaban, ni desprendian particulas o polvo—.

La total aceptabilidad de las dietas por todas las especies a las que se les ha
suministrado es otra caracteristica resefiable de las dietas. Algunas de estas especies no se
han utilizado para la experimentacion de este trabajo, asi, tanto Chelon labrosus, Liza aurata,
Liza ramada, Sparus aurata, o Dicentrarchus labrax aceptaron perfectamente las dietas con
alto contenido en levadura (sin que se produjera rechazo). Esta aceptacion puede deberse a
que el pienso mantenia la estabilidad en el agua, se hundia relativamente despacio y
facilitaba a los animales acceder al alimento en la mitad de la columna del agua. Aspecto
recientemente confirmado para los mugilidos por Ramos-Judez & Duncan, 2022. y en el que

se profundizara en la necesaria discusion cientifica sobre las dietas.

Por un lado, otra caracteristica resefiable de los granulos es que su alto grado de
humedad (< 50%) podria limitar su uso en el caso de que se utilicen alimentadores
automatizados, o esparcidores con tuberias de aire a presion. Este factor negativo se puede evitar
aumentando la presion de compactacion de los granulos. En el caso que nos ocupa, y para esta
experimentacion no se considerd un factor limitante ya que la alimentacion a los peces se le iba
a suministrar de manera manual. En el hipotético caso de que se deseara utilizar este tipo de
dietas semi-humedas con alimentadores industriales, seria conveniente realizar una prueba de la
resistencia de los granulos. Este factor de fragmentacion o emision de polvo/particulas puede
suponer entre el 1 % - 2 % aproximadamente de desperdicio del peso del pienso suministrado
en una granja. Por ello su reduccion es deseable, y supone minimizar el desperdicio de pienso
por la friccion, roce o fragmentacion de los “péllets”, que al llegar a los peces en forma de polvo
no lo pueden ingerir. Por otro lado, el alto grado de humedad puede considerarse también un factor
positivo, al ser los granulos mas suaves, y mas parecidos en textura al alimento natural de los peces

que una dieta completamente seca.
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1.4 Factores limitantes en la seleccion de materias primas

A la hora de formular dietas experimentales y/o testar nuevas materias primas para
la alimentacion animal (no solo en acuicultura) hay que tener en cuenta determinados
factores limitantes que hemos dividido en dos niveles. Un primer nivel general que es
aplicable a la formulacion y disefio de piensos de cualquier ganaderia, y un segundo nivel

mas especifico de las dietas de acuicultura realizada para esta investigacion.

Los factores limitantes de primer nivel son: la cantidad, la homogeneidad (calidad y
cualidades nutricionales), y el precio. Los factores limitantes de segundo nivel son: La
heterogeneidad de la composicion de las harinas de pescado, el alto grado de humedad de
los subproductos del sector cervecero, los posibles factores antinutricionales de las materias

primas.

Esta division de los factores es mas didactica que practica, ya que para evaluar una
inclusion de una posible nueva materia prima todos estos factores se deben tener en cuenta
en conjunto: precio, cantidades disponibles en el mercado, homogeneidad junto con la
calidad y composicion, asi como los posibles factores antinutricionales y/o contaminantes
que pudieran estar presentes de manera habitual o incidental. Estos factores limitantes han
ayudado a alinear las materias primas seleccionadas en esta investigaciéon con las
caracteristicas de la economia circular. Por lo que en las dietas de este trabajo prima la
reutilizacién de subproductos de industrias (escasamente valorizados) de los que existe gran
cantidad en el mercado. Ademas, se puede considerar que son de bajo precio en el mercado
global, y mantienen unas caracteristicas de calidad homogéneas por lo que serian aptos para su

inclusion por cualquier fabricante de piensos con independencia de su localizacion geografica.

Tan solo se han utilizado materias primas disponibles en el mercado local, adquiridas
a productores espafioles primando el criterio de cercania —a una hipotética planta de
produccion de pienso (tedricamente localizada en las instalaciones de la Universidad de
Murcia donde se han fabricado los piensos)— aunque el criterio principal para su seleccion
ha sido el de la reutilizacion de subproductos (con un volumen de produccion alto y bajo
precio), por lo que su reincorporacion a un nuevo proceso productivo dota de circularidad
material y econdmica a los piensos fabricados, ademds de reducir considerablemente el

precio de las formulaciones.
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II.4.1 Factores limitantes de primer nivel

El primero de estos factores es la cantidad disponible en el mercado de una
determinada materia prima. En la ganaderia intensiva, y dentro de esta, en la acuicultura, se
consume gran cantidad de piensos y por tanto de materias primas. Por esto una formulacién
experimental tendria poca aplicabilidad practica si incluyera grandes cantidades de una
nueva materia prima —por ejemplo, mas de un 10 %— y el mercado global no fuera capaz
de suministrarla. Por eso es interesante antes de testar una nueva materia prima con vocacion
de industrial, que existan productores que puedan suministrarla en cantidad suficiente. O
canales de distribucion establecidos que pudieran facilitar su compra a los fabricantes de

pienso (sin importar su localizacion).

El segundo es la calidad homogénea en caracteristicas, requisito imprescindible
para estandarizar las formulaciones (al menos en los parametros basicos de composicion
de macronutrientes como proteina, grasas, etc.). Lo razonable es que exista una pequefia
variabilidad en las composiciones dependiendo de los lotes, y por eso las tablas
nutricionales de los alimentos recogen sus valores medios, méximos y minimos, junto
con otras caracteristicas tales como digestibilidad, etc. (Heuzé et al., 2022; Sauvant et
al., 2004; U.S. Department of Agriculture. Agricultural Research Service, 2022). Con el
objetivo de minimizar esta variabilidad entre la composicion de las materias primas y su
traslado a la composicion de las dietas todas las materias primas que se han utilizado

provenian de un mismo lote de compra (por proveedor y materia prima).

El tercer factor es el precio, restriccion que es imprescindible tener en cuenta para
que las materias primas puedan ser incluidas en las formulaciones. Asi cualquier posible
ventaja bioldgica (V.g. un mayor crecimiento) se puede ver diluida si el precio de la materia
prima incluida excede del de otras materias primas sustitutivas (de similares pardmetros de
composicion y de resultados sobre el crecimiento de su inclusion). Por un lado, y en concreto
podemos resaltar que y aunque el precio de las harinas de pescado es muy alto en
comparacion con otras materias primas (V.g. vegetales), su alto valor nutricional, alta
digestibilidad, gran contenido de proteina, minerales, etc. aun asi las hace preferibles frente
a las ultimas y las hace dificilmente reemplazables. Por otro lado, cuando la calidad es
similar (V.g. porcentaje de proteina similar entre dos harinas vegetales, soja, maiz, etc.) los

factores determinantes para su inclusion van a ser el precio y su disponibilidad en el mercado.
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Estos tres factores limitantes de primer nivel, y reiteramos restrictivos, no se deben
dejar a un lado, debiéndose tener en cuenta en todo momento a la hora de formular un pienso
experimental. Tampoco debemos olvidar que el fin Gltimo de este tipo de investigaciones es
el de incrementar el conocimiento sobre la nutricidon de las diferentes especies, y generar un
salto tecnologico en el sector de los piensos para acuicultura. Por ello, es necesario mantener
también entre los objetivos el testar materias primas con serias aspiraciones de ser algun dia

incluidas en las dietas comerciales.

Asi, no son muchas las nuevas materias primas (de las que se prueban
experimentalmente) las que finalmente logran ser incluidas de manera habitual por la
industria en los piensos comerciales superando estas tres restricciones (cantidad,
homogeneidad y precio) y su relacion entre ellas (V.g. poca produccién y escasas
disponibilidad junto con un precio excesivo que hace mas razonable y econdmicamente

rentable utilizar otras alternativas).

Muchas de estas nuevas materias primas probadas por la industria (V.g. como sucede
con las microalgas, o la biomasa basada en microorganismos, o las harinas de insectos) al
no superar estos limites productivos y econdmicos (cantidad - precio) quedan limitadas a su
uso como aditivos inmunomoduladores, prebioticos, o probioticos, etc. de inclusion reducida
en los piensos comerciales (aproximadamente entre un 0,5 % y un 2 %), o se destinan a otros
sectores de mayor rentabilidad para el productor y que estén dispuesto a asumir ese alto
precio (cosmética, dietas para acuariofilia, produccion de nutracéuticos, alimentacion

humana, etc.)

Aunque estos aspectos se discutiran en profundidad a lo largo del texto es necesario
en este momento del trabajo realizar estas puntualizaciones que reiteramos muchas veces
son obviadas en la investigacion sobre la sustitucion de las harinas o aceites de pescado. Y
si bien, muchas de las materias primas testadas en las ultimas décadas en este rol sustitutivo
suponen un gran avance en el conocimiento bioldgico de las especies en cultivo y en su
respuesta sobre todo a materias primas vegetales (principal opcion por precio y cantidad) se
sabe de antemano que sus opciones de plasmarse en una realidad en dietas comerciales son
practicamente nulas ya que reiteramos las cantidades son insuficientes y los precios exceden

por mucho el de otras alternativas.
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II.4.2 Factores limitantes de segundo nivel.

Ademas de los factores de cantidad, calidad y precio (de primer nivel) que resultan
restrictivos y obvios a la hora de seleccionar materias primas, este trabajo también ha
encontrado dificultad particularmente con otros tres factores que tampoco creemos que se

les de la debida importancia cuando se disefian o producen piensos experimentales.

El primero de estos factores de segundo nivel es la diferencia de propiedades
nutricionales entre las harinas de productos pesqueros, y las harinas de subproductos de la
industria transformadora. Es conocida la variabilidad y calidad de las harinas de pescado,
pero es un factor que se suele obviar en los estudios sobre la sustitucion de estas materias
primas —siendo el patron «oro» de la industria ganadera y de la investigacion la harina de
pescado de alta calidad (de mas de un 70 % de proteina, y bajo contenido en cenizas)—. Por
eso, cuando hablamos en general de la necesaria sustitucion o reemplazo de harinas de
pescado, implicitamente estamos buscando una materia prima capaz de reemplazar las

costosas y escasas harinas de pescado de més de un 70 % de proteina.

El segundo de estos factores es el alto grado de humedad, aproximadamente un 85 %
del peso de dos de las materias primas seleccionadas, las levaduras de desecho y el extracto
acuoso de Ascophyllum nodosum que han supuesto un reto a la hora de disefar, formular y

seleccionar el proceso de fabricacion de los piensos.

El tercer factor que perfectamente podria estar incluido entre los primeros (cantidad,
homogeneidad y precio), es la inclusién o no inclusion, de determinadas materias primas
(vegetales fundamentalmente) con elementos antinutricionales o caracteristicas no deseadas.
Este factor se incluye en este nivel por ser particular de esta investigacion, ya que los
vegetales suponen un excelente componente de la nutricion de otras ganaderias y
evidentemente de las personas, pero no sucede tanto asi respecto de los peces, y sobre todo
de las especies carnivoras que se cultivan en el area mediterranea. Ademads, su inclusion
obliga al uso de otras soluciones tecnologicas en la fabricacion de los piensos (extrusion,
precocinado, extraccion quimica o adicion de enzimas, etc.). También algunas de estas
posibles materias primas vegetales no son locales (como la soja), y necesitan de su
importacion, incrementando los costes, asi como las emisiones de gases de efecto

invernadero. También su sostenibilidad ambiental estd mas que cuestiona (por el excesivo
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uso de agua para su cultivo, la ocupacion del suelo y su influencia en la deforestacion del
Amazonas, etc.). Por eso su posible inclusion alejaba a las dietas fabricadas de los objetivos
marcados de incrementar la circularidad valorizando subproductos o residuos, o evitar el uso

de aditivos, y de reducir los consumos de energia y agua.

Estos seis factores limitantes de la seleccion de las materias primas para este trabajo

seran debidamente analizados en la correspondiente discusion sobre las dietas.

1.5 Relacion de dietas utilizadas durante la experimentacion

Durante la experimentacion se han utilizado diversas dietas, tanto industriales como
experimentales fabricadas para los experimentos. Las dietas realizadas por el fabricante
Biothesan son parte de las dietas formuladas y fabricadas por esta empresa propiedad del

doctorando dentro del Proyecto MugilDiet, Convocatoria Pleamar, FEMP (2017/2424).

En la Tabla 2: Relacion de dietas utilizadas durante la experimentacion, se recoge
un resumen por capitulos experimentales de las dietas con las que se ha alimentado a los

peces, su fabricante, y la especie a la que se le administro:

Tabla 2: Relacidon de dietas utilizadas durante la experimentacion

Capitulo experimental Especie Dieta Fabricante
Capitulo 11 Sparus aurata Mar Perla L Skreeting
Ti3 Skreeting
Capitulo IV Sparus aurata Mar Perlal Skreetmg
B40 Biothesan*
B70 Biothesan*
Ti3 Skreeting
CapituloV Chelon labrosus B40 Biothesan*
B70 Biothesan*
Capitulo VI Chelon labrosus T_I3 Skreeting
D4 Optibream Skreeting
H *
Capitulo VIl Chelon labrosus B70M+ Biothesan
B70V+ Biothesan*

* Las dietas fabricadas por Biothesan dentro del Proyecto Mugildiet fueron realizadas integramente por el doctorando
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1.6 Composicion de las dietas experimentales

La composicion de las mismas se detalla en este apartado, también en cada capitulo
experimental, y en el caso de que se hubieran comparado con dietas industriales se

expresaran ambas composiciones.

En la Tabla 3 se recoge la composicion en porcentajes de cada una de las dietas
utilizadas en la investigacion, asi como los proveedores de dichas materias primas. Siendo
resaltable el alto grado de inclusion de subproductos y reciclado de las dietas, ya que en
todas ellas se supera el 84 % de materias primas provenientes de otros procesos, hasta un
maximo de un 89 %. Se desconoce si algun otro proyecto o estudio ha logrado alcanzar estos
niveles de inclusion. Las dos materias primas que ain no se han podido sustituir por
subproductos son el aceite de oliva virgen extra de la Cooperativa Santisimo Cristo de la
Misericordia, y el extracto acuoso de Ascophyllum nodosum de Tradecorp Espafia, ambos
productos provienen de productores con un alto grado de sensibilidad ambiental, aspecto

este que se comentara en la debida discusion.

Tabla 3: Formulacién y composicion (%) de las dietas experimentales

Materias primas B40 B70 B70T+ B70M+
Harina de pescado de subproductos (58% pg)" 25,00 20,00 20,00 20,00
Levadura de desecho® 55,00 62,50 62,50 62,50
Aceite de pescado de subproductosm 6,50 6,50 6,50
Aceite de oliva virgen extra® 6,50

Ascophyllum nodosum (extracto 15% YISkt 13,50 11,00 9,50 9,50
Bagazo de desecho? 1,50

Nannochloropsis gaditana G) 1,50
Total porcentaje de subproductos 86,50 89,00 84,00 89,00
Total porcentaje de la dieta: 100,00 100,00 100,00 100,00

PB: Proteina bruta; MS: Materia Seca

M
(2)
(3
(4)
(5

Pescave. Hijos de Emilio Ramirez S.A. (Cantabria, Espafia)

Estrella de Levante S.A.U. (Murcia, Espafa) y Cervezas Yakka. Acequia Brewing S.L. (Murcia, Espana)

Cooperativa Santisimo Cristo de la Misericordia (Jédar, Jaén, Espafa)

PHYLGREEN® Tradecorp Espana.Trade Corporation International S.A.U (Madrid, Espana)

Proyecto SABANA (grant # 727874- Horizon 2020). Departamento de Ingenieria Quimica, Universidad de Almeria (Espana)
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En la Tabla 4 se recoge la composicién proximal en porcentaje de las dietas
fabricadas para la experimentacion y de las dietas seleccionadas como industriales. Las
dietas B40 y B70 son similares en composicion a las dietas B70T+ y B70M+. Sobre estas
dietas se ha calculado la energia bruta (MJ/kg), mientras que sobre las dietas industriales de
Skreeting Ti3 y D4 se refleja la energia digestible facilitada por el fabricante.
Aproximadamente esta energia digestible convertida a bruta seria un 10 % mas, sin que el
calculo exacto sea relevante para esta investigacion. Del mismo modo el Extracto Libre de
Nitrogeno (ELN) de las dietas industriales Ti3, D4y Mar PL se calcula sobre una humedad
aproximada de los piensos secos de un 8 %, o respectivamente un 45,5 %, 20,40 % y 11 %.
Esto es relevante para comprobar la similitud entre las dietas formuladas en este trabajo
(B40, B70, B70T+ y B70M+) en proteina y grasas con la dieta industrial Ti3 para tilapia, y
la gran diferencia con la dieta D4 y Mar PL. Respecto al ELN y a la energia bruta que aporta
el ELN en las dietas al reducirse este en las dietas B40 y B70 por la alta inclusion de humedad
(43 %) si arroja una diferencia considerable de energia ya que en la dieta Ti3 que podria
alcanzar los 22 MJ/kg de energia bruta (si es calculada con los mismos valores utilizados
para las dietas B40 y B70). Valores aproximados, pero que no dejan de ser significativos en

términos de energia, ya que reiteramos en energia bruta duplicaria la energia de las dietas

fabricadas para la experimentacion. Y su transformacion a energia digestible variara

dependiendo de la composicion de las materias primas.

Tabla 4: Composicion proximal (%) de las dietas experimentales e industriales

B40 B70 Ti3 D4 Mar PL
Proteina bruta (PB) 28,63 28,60 33,00 46,00 56,00
Grasa bruta (GB) 9,50 8,90 6,50 19,00 15,00
Ceniza bruta (CB) 6,55 6,62 7,00 6,60 10,00
Humedad (H) 43,22 43,78 8,00 8,00 8,00
Extracto libre de nitrogeno* (ELN]) 10,60 10,60 45,50 20,40 11,00
Aditivos (microalgas Nanno) 1,50 1,50
Total porcentaje de la dieta: 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Energia Bruta (MJ/kg) Calculada** 13,06 12,83
Energia Digestible (MJ/kg) 12,00 18,00
*Calculado por diferencia (ELN = 1000 - PB - GB- CB - H)
** Proteina 5,65 kcal/g; lipidos 9,45 kcal/g; ELN 5,65 kcal/g *** Estimada en un 8 % para los piensos secos
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En la Tabla 5 se recoge la composicion de acidos grasos de algunas de las materias
primas utilizadas. Siendo lo mas destacable el alto grado de contenido de 4cido oleico del
aceite de pescado del aceite de oliva, asi como del extracto de A. nodosum. Analisis
realizados desinteresadamente por Daniel Gonzalez-Silvera (Institute of Aquaculture, School
of Natural Sciences, University of Stirling, Stirling FK9 4LA, Scotland, UK.) y de acuerdo a la
metodologia descrita en (Boutarfa et al., 2022; Christie, 2003; Folch et al., 1957). En la
Tabla 6 se recoge la composicion en acidos grasos de algunas de las dietas utilizadas durante

la experimentacion.

De manera resumida, los 4cidos grasos se extrajeron de muestras de tejido de 0,3 a
1,0 g mediante homogeneizacion en 20 ml de cloroformo/metanol (2:1 v/v) en un
homogenizador de tejidos Ultra Turrax (IKA ULTRA-TURRAX T 25 digital, IKA-
WERKE). Los lipidos totales se prepararon segin el método de Folch et al., (1957) y las
impurezas no lipidicas se eliminaron lavando con KCl al 0,88% (p/v). El peso de los lipidos
se determino gravimétricamente después de la evaporacion del disolvente y la desecacion al
vacio durante la noche. Los ésteres metilicos de 4cidos grasos (FAME) se prepararon
mediante transesterificacion catalizada por acido de lipidos totales segun el método de
Christie, 2003, y las muestras de lipidos totales se transmetilaron durante la noche en 2 ml
de acido sulfurico al 1 % en metanol (mas 1 ml de tolueno para disolver lipidos neutros) a
50 °C. Los ésteres metilicos se extrajeron dos veces en 5 ml de hexano-éter dietilico (1:1,
v/v) después de la neutralizacion con 2 ml de KHCO3 al 2 %, se secaron bajo nitrogeno y se
redisolvieron en 0,1 ml de isohexano. Los FAME se separaron y cuantificaron mediante
cromatografia gas-liquido utilizando una columna capilar de silice fundida flexible SP™
2560 (100 m de largo, diametro interno de 0,25 mm y espesor de pelicula de 0,20 mm;
SUPELCO) en un cromatografo de gases Hewlett-Packard 5890. La temperatura del horno
del cromatografo de gases se program6 durante 5 min a una temperatura inicial de 140 °C, y se
increment6 a razon de 3 °C/min hasta 230 °C, luego se aument6 a razon de 2 °C/min hasta 240 °C
y luego se mantuvo a esa temperatura durante 12 min. El inyector y el detector de ionizacion de
llama se ajustaron a 260 °C. Se us6 helio como gas portador a una presion de 300 kPa, y los picos
se identificaron comparando sus tiempos de retencion con los estandares FAME apropiados
adquiridos de Sigma Chemical Company (St Louis, MO, EE. UU.). Las concentraciones de 4cidos

grasos individuales se expresaron como porcentajes del contenido total.
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Tabla 6: Composicion de 4cidos grasos de algunas de las dietas utilizadas

10:0
12:0
14:0
15:0
16:0
18:0
20:0
22:0
24:0
Total saturados

14:1n-5
15:1n-5
16:1n-7
18:1n-9
18:1n-7
20:1n-9
22:1n-9
24:1n-9
Total monoinsaturados

18:2n-6
18:3n-6
20:2n-6
20:3n-6
20:4n-6
22:2n-6
22:4n-6
Total n-6 PUFA

18:3n-3
18:4n-3
20:3n-3
20:5n-3 (EPA)
22:5n-3
22:6n-3 (DHA)
Total n-3 PUFA

Total PUFA

n-3/n-6
TL

AP[”
0,00 +0,00
0,00 +0,00
3,45 +0,30
0,46 £0,04
14,50 +1,30
3,81 +0,36
0,28 0,03
0,48 +0,35
0,39 +0,32

2337 £2,70

0,01 +0,00
0,00 +0,00
4,03 £0,35
33,45 2,96
3,49 0,31
3,16 +0,29
0,35 +0,06
3,27 2,81
47,76 +6,66

11,20 +1,00
0,26 +0,03
035 +0,35
0,20 +0,05
0,57 +0,25
0,30 +0,30
0,35 +0,21

13,23 +0,28

3,48 £0,30
0,49 +0,49
0,38 +0,12
2,58 +2,49
0,69 +0,52
8,02 +6,56
15,64 +9,64

28,87 £9,36

1,20 £0,75
81,07 £1,76

AOVE?
0,00 +0,00
0,00 +0,00
0,00 +0,00
0,00 +0,00
11,95 2,14
2,62 0,56
0,30 +0,06
0,08 +0,01
0,00 +0,00
14,95 +2,78

0,00 £0,00
0,00 £0,00
1,58 40,16
72,61 £1,20
3,68 +0,36
0,21 £0,00
0,00 £0,00
0,00 £0,00
78,09 £1,72

6,15 +0,94
0,00 £0,00
0,00 £0,00
0,00 £0,00
0,01 £0,01
0,00 £0,00
0,00 0,00
6,16 +0,93

0,80 £0,13
0,00 £0,00
0,00 £0,00
0,00 0,00
0,00 £0,00
0,00 +0,00
0,80 £0,13

6,96 £1,06

0,13 +0,00
79,02 £3,73

0,09
0,00
4,88
115
25,58
8,23
0,49
0,30
0,21
40,93

0,03
0,01
6,18
0,00
6,39
598
0,74
1,40
20,73

9,00
0,58
0,70
026
2,05
0,56
035
13,50

2,25
0,71
0,28
4,29
127
16,13
24,93

38,43

1,85
6,82

0,00
0,00
0.89
0,20
20,53
035
0,00
0,12
0,40
22,48

0,00
0,03
0,85
2,01
16,97
0,12
0,00
0,00
19,98

21,62
0,26
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

2188

35,45
0,00
0,00
0,20
0,00
0,00

35,65

57,53

1,63
14,26

AP: Aceite de pescado; HP: Harina de pescado; AOVE: Aceite de oliva virgen extra;
Nanno: Nannochloropsis gaditana ; PhylG: Phylgreen®

Cuando en los valores aparecen 0,00 se entiende no detectado.

Valores expresados en g/100 g de tejido peso humedo.

Valores promedio + error estandar (cuando esta disponible)

m Pescave. Hijos de Emilio Ramirez S.A. (Cantabria, Espana)

(

Z]Cooperanva Santisimo Cristo de la Misericordia (Jédar, Jaén, Espafa)

el Proyecto SABANA (grant # 727874- Horizon 2020). Departamento de Ingenieria Quimica, UAL (Espafa)

HP" Nanno® Phytc*

0,00
0,00
9,21
0,25
10,22
0,88
0,26
0,18
0,17
2117

0,24
0,00
134
45,85
0,56
011
0,00
0,00
48,10

8,88
0,50
0,00
086
11,97
0,20
013
22,55

229
1,44
0,26
418
0,00
0,00
8,18

30,73

0,36
2,31

@ PHYLGREEN® Tradecorp Espaiia.Trade Corporation International S.A.U (Madrid, Espafia)

10:0
12:0
14:0
15:0
16:0
18:0
20:0
22:0
24:0
Total saturados

14:1n-5
15:1n-5
16:1n-7
18:1n-9
18:1n-7
20:1n-9
22:1n-9
24:1n-9
Total monoinsaturados

18:2n-6
18:3n-6
20:2n-6
20:3n-6
20:4n-6
22:2n-6
22:4n-6
Total n-6 PUFA

18:3n-3
18:4n-3
20:3n-3
20:5n-3 (EPA)
22:5n-3
22:6n-3 (DHA)
Total n-3 PUFA

Total PUFA

n-3/n-6
TL

B40
017
0,10
3,37
0,57
18,07
532
031
0,18
0,14
28,24

0,06
0,00
6,06
26,89
2,93
2,33
034
0,55
3917

7,76
0,19
0,55
0,21
115
0,47
013
10,45

241
076
024
4,34
095
13,72
22,41

3286

2,14
9.39

B70
0,27
0,10
3,24
0,53
17,72
522
030
018
013
27,69

0,07
0,00
6,56
26,84
281
231
033
0,52
39.44

7.92
0,19
0,55
0,21
1,08
0,47
013
10,55

242
0.77
022
4,40
097
1392
22,69

3324

2,15
8,90

B70M+
0,23
017
3,41
0,54
17,43
517
031
019
014
27559

0,05
0,00
5,62
2784
3,03
232
034
0,54
39.74

8,18
0,20
0,56
0,22
1,15
0,45
012
10,88

2,42
0,78
024
4,37
0,96
13,42
22,18

33,06

2,04
9,15

D4.0Optibream
0,00 £0,00
0,00 £0,00
2,60 £0,05
0,21 £0,01

14,06 1,31
4,14 £0,37
0,63 £0,06
0,89 £0,07
0,00 £0,00

22,52 +1,87

0,00 +0,00
0,00 +0,00
2,79 +0,08
34,97 0,83
2,84 +0,09
1,88 £0,08
0,23 +0,01
0,27 +0,00
42,97 £1,09

17,73 £0,29
0,09 +0,00
0,10 £0,00
0,09 +0,01
0,31 +0,01
0,35 +0,01
0,04 +0,00

18,70 +0,33

5,07 0,14
0,31 £0,02
0,13 +0,01
5,05 +0,14
0,57 +0,02
4,68 +0,15
15,81 20,49

34,51 0,81

0,84 0,01
15,63 +0,15

Cuando en los valores aparecen 0,00 se entiende no detectado.

Valores expresados en g/100 g de tejido peso humedo.

Valores promedio + error estandar (cuando esta disponible)

Ti3
0,00 +0,00
0,00 +0,00
182 £0,32
0,17 £0,02

19,26 +0,02
5,01 0,06
0,49 +0,01
0,42 +0,02
0,00 +0,00

27,18 £0,26

0,00 +0,00
0,00 +0,00
2,86 +0,27
31,92 +0,89
2,40 £0,03
0,80 £0,04
0,14 +0,01
0,24 +0,04
38,35 £0,58

23,99 0,71
0,10 £0,01
0,03 0,02
0,28 +0,17
0,67 +0,03
0,10 0,05
0,09 +0,01

25,26 £0,72

444 £0,17
0,16 +0,01
0,01 +0,01
2,34 +0,66
0,26 +0,06
2,01 £0,46
9,22 +1,03

34,47 £0,32

0,37 +0,05
5,84 0,39
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11.7. Seleccion de las dietas industriales o comerciales

Aunque tradicionalmente en los trabajos sobre nutricion en acuicultura se recoge la
denominacién de las dietas compradas a un fabricante como comerciales, en este texto,
aunque a veces se intercambiaran los conceptos (industrial y comercial) se prefiere por
mucho el termino industrial. Primero el termino industrial recoge la existencia de un sector
dedicado a la fabricacion de piensos para diferentes especies de ganaderias incluida la
acuicultura. Segundo recoge un Anow-how amplio sobre la nutricién, inmunologia y sobre la
salud de las especies que cultivamos como alimento o nuestras mascotas (piensos y comida
para perros, gatos, caballos, etc.) practico y aplicado todos los dias, tanto en el asesoramiento
a los granjeros y productores como a veces a los investigadores con los que seria deseable
un mayor trabajo en conjunto. Tercero implica que los piensos se realizan en unas
instalaciones costosas con unos parametros de calidad y seguridad, trazabilidad, etc. dificil
de alcanzar por los piensos tradicionalmente hechos en la granja (farm-made), o por los
piensos que se hacen para la investigacion que se realiza en Universidades o centros
tecnologicos (donde existe una limitaciéon considerable de recursos materiales para la

fabricacion de piensos con los estdndares industriales).

Dentro de lo posible, y durante la realizacion de este trabajo se ha procurado
mantener unos estandares de control y calidad de la misma manera que si una empresa de
produccion de piensos de mayor tamafio se tratara. Por ejemplo, en el control estricto sobre
la calidad y almacenaje de los lotes de materias primas, en estandarizacion de los procesos
de produccion de todas las dietas realizadas para este y otros trabajos, en las limpiezas y

desinfecciones, etc.

Por estos motivos, se considerd conveniente incluir en los experimentos realizados
dietas industriales de un proveedor reiteramos de prestigio en el mercado de la alimentacion
animal. Si bien Skreeting se dedica al sector de la acuicultura, otras compaiias del grupo se
dedican a la alimentacion para todo tipo de ganaderias, y cuenta con presencia a nivel

mundial.

Aunque comercialmente en el mercado europeo (o asiatico) no existe ninguna dieta
especifica para mugilidos, se consideré el uso de otras diferentes alternativas, como realizar

también la fabricacion de las dietas control como se hizo en Vilchez-Gomez, 2017.
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Finalmente, por ajustarse mas a la composicidon nutricional que requiere la especie,
y por ser el tipo de dieta que se utiliza en paises como Egipto se selecciond la dieta Ti3 de
Skreeting. Asi, en los lugares donde se cultivan los mujoles en policultivo (junto con otras
especies como la carpa, las tilapias, o los camarones) los piensos que se les suministra a
todas las especies del estanque es la destinada para la especie prioritaria econdémicamente
dentro del ciclo de cultivo. Normalmente, estas especies se siembran en los estanques en una
ratio diferente en el que los mujoles casi siempre son la especie accesoria. Si tenemos en
cuenta los datos de produccion de Egipto la ratio de produccion es de 11 kilos de produccion
de tilapia frente a 3 kilos de mugilidos, y aunque esto no implica el volumen de siembra —
el cual puede ser muy variable entre granjas— si nos orienta un poco en cuanto a la
importancia comercial de cada especie. Igual sucede con los policultivos de carpa y

mugilidos en Israel, o de camarones y mugilidos en Centro América y Asia.

Las dietas D4 Optibream Y Mar Perla se seleccionaron por ser de las dietas (o
lineas de piensos) mas utilizada en el arco mediterraneo para la produccion de dorada, de

manera similar sucede con la linea de Skreeting para lubina.

Otro factor importante a tener en cuenta cuando hablamos de la fabricacion de
piensos es que, las compafias del sector—al menos en nuestro pais sucede con total
normalidad— prestan también al productor o ganadero el asesoramiento veterinario
necesario para gestionar la instalacion o realizar la prescripcion por ejemplo de antibidticos
o antiparasitarios frente a episodios de enfermedad. Y estas compaiiias no solo producen
piensos normales, también la produccion de piensos medicamentosos recae en su esfera
comercial (y de conocimiento). Del mismo modo, también producen diferentes lineas de
piensos con diferentes aditivos (pre-, pro o simbidticos) para determinadas fases de los
cultivos, situaciones de estrés, etc. Esto es un hecho que no es habitualmente conocida por
los ajenos al sector de la ganaderia (no solo en acuicultura), y que permite a estas empresas
incrementar el conocimiento que tiene tanto en el dia a dia normal de una granja como en
los momentos dificiles en los que se surgen episodios de enfermedades bacterianas, viricas,
parasitarias, etc. Enfermedades que cada vez se combaten mas con estrategias alternativas
basadas en la fitoterapia preventiva (Garcia Beltran et al., 2019, 2020; Garcia de la Banda et
al., 2011) por ejemplo frente a las tradicionales estrategias basadas en por ejemplo los

antibioticos o antiparasitarios y desinfectantes.
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Este factor de gran conocimiento por parte de estas empresas tanto de la biologia
nutricional de las especies, como de la sanitaria también ha influido en la seleccion de las
dietas control utilizadas en esta experimentacion, y que entendemos que son formuladas
equilibrando el contenido nutricional con el mantenimiento de la salud de los animales. Del
mismo modo que se anima a otros investigadores a utilizar siempre que se pueda y en todos
los experimentos a realizar (independientemente del numero de dietas de su
experimentacion) al menos una dieta industrial de referencia para el sector y la especie de
estudio. Factor que no siempre es posible por las limitaciones fisicas de las instalaciones que

limitan y mucho el nimero de dietas a evaluar y el nimero de réplicas entre tratamientos.

11.8 Experiencias previas realizadas

Con anterioridad a este trabajo el doctorando ha participado en otros proyectos de
investigacion relacionados con el cultivo de microalgas hipersalinas en salinas continentales
para usarlas como alimentacidn en acuicultura, Proyecto Ecodunaliella (Fernandez-Pérez &
Vilchez-Gomez, 2018; Gonzalez & Vilchez-Gomez, 2016), o también en otros trabajos
relativos al aprovechamiento de los subproductos del sector cervecero (Proyecto RETOS
COLABORACION (RTC-2014-2353-2) Desarrollo de piensos para peces marinos
enriquecidos a partir de subproductos de la empresa cervecera con Estrella de Levante. En
este ultimo que fundamentalmente se evalud las capacidades de los subproductos del sector
cervecero para la alimentacion de carnivoros como la dorada (S. durata), y se lograron

inclusiones maximas de un 20 % de levaduras de desecho (Esteban et al., 2015).

Posteriormente y fruto del proceso formativo del doctorado, asi como de su trabajo
final de Master (Vilchez-Gomez, 2017) se alcanzaron inclusiones de levaduras de hasta un
65 %. Aunque las dietas resultaron algo desbalanceadas en cuanto a los niveles incluidos de
grasas (se evaluaron dos dietas con unos niveles de 1,90 % y 16,30 % de grasas sobre peso
htiimedo), y la corta duracion de la experimentacion (30 dias) hizo necesario continuar con
el trabajo de investigacion sobre estas prometedoras materias primas, sobre todo las

levaduras de desecho.

Finalmente, el doctorando participé en la solicitud, ejecucion y justificacion del
Proyecto MugilDiet, Convocatoria Pleamar, FEMP (2017/2424) en el que se evaluaron
ademas de parte de las dietas formuladas para el proyecto y esta tesis, otras dietas para

Chelon auratay Chelon ramada, evaluadas en la Universidad de Cadiz. (Vilchez-Gomez,
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Pinera, et al., 2019). Proyecto que contd con una jornada final de transferencia de resultados
entre Universidad-Empresa realizada en CTAQUA, Centro Tecnologico de la Acuicultura

de Andalucia.

También durante el proceso formativo del doctorando se ha participado en diferentes
trabajos sobre otras materias primas como los subproductos de la produccion de aceite,
(Guardiola et al., 2015). En numerosos congresos mediante presentaciones orales de los
resultados de la investigacion llevada a cabo estos afios tanto en la parte bioldgica como en
la econdmica (o de sostenibilidad de los cultivos), asi como en trabajos mas concretos sobre
la respuesta inmunitaria de especies tan poco conocidas en este aspecto como la anguila
europea (Conforto et al., 2021; Cuesta et al., 2018; Espinosa Ruiz et al., 2017; Fernandez-
Pérez & Vilchez-Gomez, 2017; Guardiola et al., 2019a, 2019b; Pifiera et al., 2019; Vilchez-
Gomez, Ceballos, et al., 2019; Vilchez-Gomez et al., 2018; Vilchez-Gomez & Fernandez-
Pérez, 2018)
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Capitulo III.
Crecimiento de la dorada (S. aurata) bajo tasas de alimentacion optima y deficientes

1.1 Resumen y objetivos

El objetivo principal del presente estudio fue evaluar el crecimiento de la dorada
(S. aurata) alimentada con dietas formuladas adecuadamente para esta especie, pero
administradas de manera 6ptima o de manera deficiente (50 % menos), sin modificar el

peso total de la ingesta ofrecida a los peces durante tres meses.

Asi, el disefio experimental conlleva una reduccion porcentual de la cantidad
nutricional de la alimentaciéon en un 50 % exacto, y no altera el porcentaje relativo de
inclusion de los macronutrientes (MN) (proteina, grasas, carbohidratos, etc.), ni de los
micronutrientes (mN) (vitaminas, minerales, etc.) que también proporcionalmente se

reducen en la misma medida (un 50 %).

Es habitual que en los experimentos de nutricion al modificar —reducir o aumentar—
la cantidad de inclusion MN, o materias primas, etc. en los piensos inevitablemente se
modifiquen en diferente proporcion el resto de MN. Siendo necesario complementar la dieta
por medio de la inclusion de nuevas materias primas que suplan (en el caso de reducciones)
el espacio dejado en la formulacion por ese macronutriente —o materia prima— que se ha
suprimido, adicionando al resto de dietas otras grasas, aminoacidos, etc. Por el contrario, en
el caso de los incrementos de MN o materias primas, el formulador de la dieta se vera

obligado a reducir los demas hasta que logren compensar su nivel de inclusion en la dieta.

Asi, una dieta estd conformada por la suma de materias primas o ingredientes que al
formulador de la misma le parecen adecuados para cubrir las necesidades energéticas y
nutricionales de los animales en crianza. De tal modo que la suma total de macronutrientes
o micronutrientes de una dieta (g/kg) en es la suma de la composicioén proximal de cada una
de las materias primas por su contenido en MN y mN (g/kg). Més la correspondiente parte

proporcional de humedad de cada materia prima.

Si pensamos por ejemplo en un experimento que proponga la reduccion de proteina
en una dieta para alevines de dorada (S. aurata) de un 56 % a un 40 %, es necesario para
reducir ese porcentaje del 16 % en proteina reducir la materia prima que lo aporta. Por
ejemplo, si el 56 % de proteina de la dieta es aportado via 777 g/kg de harina de pescado de
un 72 % de Proteina Bruta, sobre Materia Seca (MS), para lograr esa reduccion la harina de

pescado deberia reducirse proporcionalmente en 222 g/kg sobre MS afectando a otros
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niveles de ingredientes que deben suplementar o rellenar el hueco dejado por esos 222 g/kg.
Y esto modifica el resto de niveles de MN y mN de manera ineludible. Asi, la harina de
pescado no solo aporta proteina y amino acidos de alta calidad, sino que también aporta un
pequefio porcentaje de grasas (aproximadamente un 10 — 12 %) y de cenizas (que pueden
llegar hasta un 23 % de la composicidn), y aporta también minerales, vitaminas, humedad,
etc. Por lo que en este ejemplo directamente hemos reducido los niveles de grasas de la dieta
total tedricamente propuesta y sin pretenderlo —de manera ineludible reiteramos—, en

aproximadamente entre 44 y 48 g/kg frente a la dieta Control.

Sin, que hasta el momento exista ninguna metodologia en la literatura cientifica que
permita reducir esos niveles de proteina (del 56% al 40 %) alterando lo menor posible el
resto de la composicion de la dieta, y sin modificar el comportamiento de los animales por

someterlos a una ingesta reducida.

Esto sin duda puede distorsionar los resultados de cualquier experimento. Ya que
literalmente al ajustar la dietas al nivel de proteina deseado otras materias primas deben
cubrir el espacio dejado, y tradicionalmente las dietas en las que se sustituye esta harina de
pescado obliga a incluir niveles mayores de grasas de otro tipo para igualar los niveles de
grasa de la dieta control y que la harina de pescado deja de aportar (véase cualquier
experimento de sustitucion de harina de pescado de los publicados en cualquier revista, y el
ejemplo que se presenta en este texto, Vide infra). Normalmente esta reduccion de grasas
aparejada a un determinado nivel de harina de pescado se corrige incrementando la inclusion
de aceite de pescado en el resto de las dietas. O, en cualquier supuesto imaginable, con otro
tipo de materias primas o de MN hacer este tipo de ajustes es inevitable, ya que todas las
materias primas que actualmente se usan en piensos compuestos son matrices complejas que

no solo aportan proteina, también aportan grasas, minerales, vitaminas, humedad, etc.

El sesgo inevitable que se quiere reducir con la metodologia propuesta es el que se
produce cuando parte de la proteina y las grasas de las dietas se sustituye por otras materias
primas, fundamentalmente carbohidratos de escaso valor nutricional para los peces. Ya que
la inclusion de estos carbohidratos que son utilizados para suplir los niveles de proteina o
grasas que se han reducido en las dietas, aunque en general tienen en general un bajo valor
nutricional no por ello dejan de aportar nutrientes a la dieta y energia, y dependiendo de la

especie y su nivel tréfico este valor va a ser diferente. (Buhler & Halver, 1961; Cowey et al.,
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1985; Cowey & Cho, 1993; Craig & Helfrich, 2002; Gatlin, 2003; Halver & Hardy, 2002).
Ademés esta inclusion de fuentes de carbohidratos puede suponer la inclusion de un factor
antinutricional que altere la salud de los peces (Castillo & Gatlin, 2015; Francis et al., 2001;
Kabir et al., 2020; Krogdahl et al., 2005; Stone, 2003; Wilson, 1994). O, puede modificar de
los niveles de aminoacidos esenciales lo que obliga a suplementar el resto de las dietas a

evaluar.

El problema descrito y asumido como irresoluble se entiende mejor sin duda con un
ejemplo real sobre una composicion experimental extraida en este caso de Austreng &
Refstie, 1979. Asi en la Figura 16 podemos ver la traduccion parcial de las tablas Iy II de
dicho trabajo. Trabajo que evalta la variacion de los niveles en dieta de la proteina para

diferentes familias de trucha arcoiris.

Figura 16: Traduccion de las tablas | y I| de Austreng & Refstie, 1979

Tabla I: Composicion de las dietas experimentales conteniendo diferentes nivles de proteina (g/kg)

Dietas experimentales DI DIl DIl DIV
Ingredientes (g/kg)

Harina de capelan 210 340 470 600
Harina de maiz 280 187,8 95,7 3,5
Aceite de capelan 163,5 125,7 87,8 50
Otros ingredientes constantes en todas las dietas 346,5 346,5 346,5 346,5

Tabla II: Resultados de los anélisis quimicos de las dietas experimentales con diferentes niveles de proteina

Dietas experimentales DI DIl DIl DIV
Materia seca (%) 90 90 90 90
Proteina Cruda (%) 23,7 32,9 42 51,2
Grasa Cruda (%) 22,6 20,5 18,3 16,2
Extracto libre de Nitrégeno (ELN) (%) 35,1 27 19 10,9
Cenizas (%) 6,2 7,3 8,3 9,4
Calcio (%) 1,08 1,25 1,42 1,59
Fosforo (%) 0,64 0,81 0,97 1,14
Energia Bruta (MJ/kg) 20,5 20,7 20,8 20,9

Si atendemos a los datos de la Figura 16, sin duda supone una dificultad incrementar
la proteina cruda (PC) o bruta (PB) desde un 23,7 % de la Dieta I (DI), en la que se incluyen
200 g/kg de harina de capelan, aun 51,2 % PB de la Dieta IV (DIV) en la que se incluye 600
g/kg de harina de capelan. Esta reduccion de 400 g de materia prima (harina de capelan)
obliga a los investigadores a incluir en la DI: 113,5 g mas de aceite de capelan, y 276,5 g de
harina de maiz. Mientras una parte de los ingredientes permanece fija (346,5 g) (datos de

composicion no mostrados) esta reduccion esto afecta tanto a los niveles de PC 23,7 % de la

84



Andlisis bioeconédmico de la valorizacién de subproductos de la industria cervecera
en dietas funcionales para una acuicultura sostenible

DI frente a los 51,2 % de la DIV, afecta también al fosforo 0,64 % de la DI frente al 1,14 %
de la DIV, asi como al resto de macronutrientes grasa, ELN o micronutrientes como el calcio,
las cenizas, etc. como se puede observar en la Figura 16. Y en menor medida a la energia,
ya que se pretende en las formulaciones mostradas en este experimento que, aunque los
niveles de proteina varien las dietas (DI a DIV) sean isoenergética (aproximadamente 20,5

—20,9 MJ/kg en las dietas DI y DIV respectivamente).

Situacion inevitable reiteramos, en cualquier caso, si queremos testar varios niveles
de inclusion de MN o mN, de proteina en una dieta, de acidos grasos, o diferentes niveles de
sustitucion de materias primas como la harina de pescado, aceite de pescado, aminoacidos,

etc. por otras materias primas vegetales, harinas de soja por insectos, etc.

Ante este dilema parcialmente irresoluble la propuesta de este trabajo es elevar la
humedad en la dieta en la que se pretende la reduccion hasta conseguir el nivel deseado de
proteina, por lo que los demds niveles de MN o mN variaran proporcionalmente en la
cantidad de humedad aportada. Esto se podria conseguir facilmente reduciendo la tasa de
alimentacion proporcionalmente (si es lo deseado). Volviendo al ejemplo inicial en el que
pretendiamos reducir de un 56 % a un 40 % la proteina de la dieta, el calculo a realizar es
sencillo. Pero indefectiblemente la sensacion de saciedad provocada por la ingesta de un
tanto por ciento menos de dieta (en peso) podria tener otras consecuencias alterando por

ejemplo los niveles de estrés en los animales.

Asi, en la Figura 17 mostramos nuestra propuesta de dietas, para el hipotético caso
de que quisiéramos emular y confirmar los resultados del experimento de Austreng &
Refstie, 1979 y comprobar realmente como afecta al crecimiento de la trucha arcoiris la

variacion de los niveles de proteina en las dietas.

Asi en la propuesta realizada (Figura 17) no se modifican los niveles de inclusion de
ninguna materia prima, por lo que los niveles de proteina de todas las dietas (DI, DIL, DIII y
DIV) tienen una misma fuente. Solo y salvo que se quisiera mantener invariable la energia

de todas las dietas habria que introducir una grasa o carbohidratos en la proporcion requerida.
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Figura 17: Propuesta de alternativa a las dietas experimentales de Austreng & Refstie, 1979

Dietas experimentales DI DIl DIl DIV
Proteina cruda inicial DIV 51,2
Nivel deseado de Proteina Cruda (%) en el resto de dietas 23,7 32,9 42

Nivel de inclusién de la DIV (%) 46,28 64,25 82,03

Nivel necesario de humedad a incluir en la dieta (100- %DIV) 53,72 35,75 17,97

Total en peso (g) 100 100 100 100

Composicion final de los demas elementos de la dieta

Grasa Cruda (%) 7,50 10,41 13,29 16,2
Extracto libre de Nitrégeno (ELN) (%) 5,04 7,00 8,94 10,9
Cenizas (%) 4,35 6,04 7,71 9,4
Calcio (%) 0,74 1,02 1,30 1,59
Fosforo (%) 0,53 0,73 0,94 1,14
Energia Bruta (MJ/kg) 9,67 13,43 17,14 20,9

Esta modificacion propuesta sobre Austreng & Refstie, 1979 también se asemeja mas
a la realidad de lo que sucede en una piscifactoria cuando los peces se alimentan de manera
deficiente (por cualquier motivo), incluido las posiciones de dominio de unos ejemplares
frente a otros en un tanque o jaula, etc. Situaciones muy comunes en la piscicultura ya que
no todos los ejemplares de un grupo de experimentacion o de una unidad de cultivo se

alimentan por igual. Lo que conlleva sin duda una dispersion de tallas en el crecimiento.

Al igual que en el trabajo de Austreng & Refstie, 1979, esto sucede de manera similar
y reiteramos ineludible en los numerosos experimentos en los que se evaltian diferentes
niveles de inclusion de harinas de pescado (Cho etal., 1994; De Francesco et al., 2007,
Lupatsch, 2003). Por el contrario, la metodologia propuesta (mediante la de sustitucion o
reemplazo por humedad) conlleva de inicio una virtud, y es que en principio el agua no altera
el resto del contenido nutricional de las dietas —salvo el volumen (g/kg)— por lo que tan

solo se reducen los MN o materias primas en la proporcion deseada.

La duracion del experimento se estimo en tres meses como un tiempo suficiente como
para ver una clara evolucion de los pesos de los animales. La evaluacion del crecimiento se

realiz6 mediante el estudio de diversos parametros clasicos de crecimiento.

Como objetivo secundario se establecid incrementar el conocimiento en los
ingredientes utilizados en el resto de formulaciones de las dietas de este trabajo y en concreto

del agua de las levaduras de desecho.
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Por un lado, el agua que acompafia de manera inevitable a las levaduras después del
proceso de fermentacion (hasta un 85 % del peso htimedo de las levaduras de desecho) esta
pobremente caracterizada. Esta agua es un residuo contaminante sin ningun valor, y se
desconoce si puede tener algun efecto sobre el crecimiento de los peces ya que puede
contener restos de levaduras, enzimas, etc. Por otro lado, es actualmente un problema para
la industria cervecera por su alto contenido tedrico en materia orgénica y una fuente de
contaminacion de acuiferos (si esta agua no es previamente depurada antes de su vertido a
la red de alcantarillado general, o a los cauces fluviales) (Ministerio de Medio Ambiente,
2005). Esta agua de desecho también podria interferir en algunas de las dietas formuladas
para esta tesis, ya que las levaduras de desecho no se han deshidratado, y los piensos

realizados (véase Materiales y métodos) pueden considerarse semi-himedos (+ de un 40%

de humedad).

Finalmente, el uso de esta metodologia y la realizacion de este experimento deberia
permitir evaluar si las actuales dietas estan nutricionalmente subestimadas o sobreestimadas.
Es decir, si alimentamos a los peces en exceso. O, si por el contrario una reduccion en los
valores nutricionales de la ingesta (100 %) en un 50 % pero sin reducir la ingesta total en
peso (g/kg) modifica el comportamiento de los animales incrementando los episodios de
canibalismo o agresiones con la consiguiente merma econdmica que esto supone durante la

crianza del alevinaje de las especies carnivoras como la dorada (S. aurata).

87



Capitulo III.
Crecimiento de la dorada (S. aurata) bajo tasas de alimentacion optima y deficientes

I11.2 Materiales y métodos

De manera resumida se describen los materiales y métodos llevados a cabo para la

correcta consecucion de los objetivos planteados.
111.2.1 Peces

Doscientas doradas de peso inicial 5,28 + 0,06 g (n=200) se obtuvieron de una granja
local ubicada en Aguilas (Murcia, Espaifia). Los peces fueron aleatoriamente distribuidos en
ocho tanques cilindricos iguales y aclimatados durante 15 dias antes de comenzar el
experimento, durante este periodo fueron alimentados (al 3% de su biomasa /dia segin
especificaciones técnicas del fabricante) con una dieta comercial para esta especie Mar Perla

L (Skreeting, Burgos, Espafia). Misma dieta que luego se utilizard durante el experimento.

Las condiciones de agua y temperatura se han descrito anteriormente en Materiales
y Métodos. Capitulo I, asi como los métodos de realizacion de los muestreos, toma de

muestras biométricas, etc.

Durante el experimento se evaluaron cuatro dietas, que se describen a continuacion, y
se establecieron cuatro grupos experimentales con sus correspondientes replicas (duplicado)

(n=50).
I11.2.2 Dietas

Durante el experimento se utilizaron diferentes dietas, una dieta experimental: Para el
Grupo A se utilizo la dieta A: Mar Perla L especificamente formulada para dorada, (Skretting,
Burgos, Espafia) a un 3% de la biomasa del tanque / dia (g/kg/dia). Tasa calculada segun

tablas de alimentacion del fabricante para esta talla y la temperatura de las instalaciones.

La dieta A se seleccioné por ser industrial y adecuada para la especie. El nivel de
macronutrientes de esta dieta es 56 % de proteina bruta, y un 15 % de grasas y aceites crudos.
La principal fuente de proteina de esta dieta es un 48,4 % de harina de pescado (de calidad
indeterminada) y una cantidad de aceite de pescado (de origen indeterminado) un 5,34 % de
un total de un 15 % de grasas y aceites. La tinica fuente adicional de lipidos de la formulacion

a los que aporta la harina de pescado es este aceite de pescado.
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Para el resto de grupos experimentales se utilizé la Dieta A, y al peso resultante de
las tablas de alimentacion del fabricante (3 % biomasa del tanque/ dia) se le resté un 50 %
diario (g/kg). Ese 50 % de peso detraido de la dieta se sustituyd por agua destilada
esterilizada (Dieta B), agua de mar estéril (36 ppm, Dieta C) y agua de desecho de levaduras

industriales separada de las levaduras por decantacién en un cono Imhoff (Dieta C).

Por lo que los tratamientos para cada tanque quedaron configurados de la siguiente

forma:

Grupo A: Dieta A:

Mar perla L (3% s/ biomasa / dia)
Grupo B, Dieta B:

Mar perla L (1,5 % s/ biomasa / dia) + (1,5 % agua destilada * biomasa / dia)
Grupo C, Dieta C:

Mar perla L (1,5 % s/ biomasa / dia) + (1,5 % agua de mar estéril * biomasa / dia)
Grupo D, Dieta D:

Mar perla L (1,5 % biomasa / dia) + (1,5 % agua de levaduras * biomasa /dia)

111.2.2.1 Inclusion de la humedad en las dietas

El modo de como humedecer el pienso resulta importante desde el punto de vista de
metodoldgico, el pienso se humedecia justo antes de suministrarlo para evitar
contaminaciones o crecimientos fungicos indeseables. Una vez pesado un 1,5 % del peso
deseado por tanque, en un falcon de 50 ml situado en una gradilla, y sobre una balanza de
precision se iban afiadiendo gotas de agua de cada tratamiento hasta alcanzar el 3 % de la
biomasa / dia (con una pipeta estéril). Antes de administrarlo a los peces tan solo se dejaba
reposar el tiempo necesario para que los granulos absorbieran el agua, proceso relativamente
rapido, al ser el pienso industrial hidréfilo y contener aproximadamente un 7 — 8 % de
humedad. En algo menos de un minuto con el falcon tapado y en una gradilla se consideraba
que al pienso le habia dado tiempo a absorber la humedad (50 %) sin modificar sus
propiedades (en definitiva, los granulos no se deshacian), por lo que se procedia a
suministrarlos a los peces sin inconveniente de que sus cualidades fisicas se hubieran

comprometido.
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111.2.3 Diseno experimental

Los peces fueron estabulados durante 90 dias y fueron alimentados un total de 77
(excluidos domingos y los dos dias previos a los muestreos). La tasa de alimentacion fue de
un 3 % de la biomasa inicial total de cada tanque segun las tablas de la proveedora del pienso.
La recogida de muestras se realizé siguiendo el protocolo descrito en el capitulo 1. Materiales

y métodos para el peso.

111.2.4 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd segin lo descrito en los Materiales y métodos
generales de la presente Tesis Doctoral. También se utilizaron andlisis de regresion para

estimar las relaciones entre el crecimiento y la ingesta.
111.3 Resultados y discusion

111.3.1 Comportamiento, canibalismo y mortalidad

En relacion con la mortalidad, no se observo ninguna en los ejemplares alimentados
con las diferentes dietas experimentales. Y tampoco, se produjeron episodios de canibalismo
frecuentes en estas tallas de dorada cuando la alimentacion es insuficiente, o de agresiones
entre los diferentes animales estabulados. Factor que se controlé mediante inspeccion visual
a diario, y en todos los muestreos, ya que sin duda y dada la talla inicial de los peces, y la
alimentacion deficitaria todo indicaba que existia un riesgo alto de que esto sucediera con
frecuencia. Al no suceder ninglin episodio de canibalismo, ni de agresiones en ninguno de
los ocho tanques (4 grupos), y 200 peces —35,28 £+ 0,06 g— en total por un tiempo de 90 dias
se debe entender que los peces estaban saciados independientemente del nivel nutricional de
la dieta. Sorprendentemente los peces de los grupos B, C y D aun siendo su alimentacion
reiteramos (en nutrientes) inferior en un 50 % de lo recomendado no presentaron este tipo
de comportamientos y agresividades entre individuos. Del mismo modo, en general el
comportamiento de los animales estabulados fue durante todo el experimento de
tranquilidad, sin episodios de estrés, ausencia de heridas provocadas por agresion. Tampoco
se produjo ninguna mortalidad por patologias, o causas desconocidas, ni por los habituales
saltos fuera de los tanques de los animales presionados por sus congéneres (a veces

provocados por agresiones o situaciones de dominancia).
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I11.3.2 Crecimiento

A partir de los datos obtenidos durante los muestreos biométricos realizados los dias
0, 6, 23, 40, 68 y 90 [final de peso (P), (g £ 0,01)] y la racion diaria proporcionada a cada
grupo experimental se pudieron calcular los parametros relativos al crecimiento de los peces
y el aprovechamiento de la alimentacion proporcionada. Los métodos relativos a dichas

medidas se describen en el capitulo 1. Materiales y métodos, Vide supra.

El nimero total de dias que los peces fueron alimentados por periodo de medida del
peso respectivamente fueron en los siguientes intervalos de dias o periodos (P) entre
muestreos: P1: 6 dias; P2: 14 dias; P3: 14 dias; P4: 24 dias, P5: 19 dias; en total 77 dias
alimentados de un total de 90 dias. Asi en la Figura 18 se muestra la evolucion de las
cantidades suministradas de las dietas A, B, C y D a cada grupo experimental (coincidentes
en denominacion), actualizado entre cada tiempo de muestreo. Por un lado, en las columnas
se representan las cantidades diarias suministradas ese periodo (P1 a P6), y por otro lado la
evolucion se muestra mediante curvas de regresion polindmicas de grado 2 de la ingesta o

dieta suministrada para los Grupos A y D, Dietas respectivamente A y D.

Evolucion de las cantidades suministradas de las dietas A, B,Cy D

2 3500
5 A y=1,2468x2-3,6419%x+7,9384
o 30,00 R*=0,9979
=
=
g 25,00 D y =0,238x%2-0,3749x+5,5042
= R2=0,997
2 20,00
1]
=
o
7 1500
£ =
E 10,00
v = =x
m =
2 5,00
2
2 000
e P1 P2:6 P3:23 P4:40 P5:68 P6:90
Tiempo experimental en dias desde 0 a 90
I A . B C D eeeeeeens Polinémica (A) Polinémica (D)

Figura 18. Evolucién de las cantidades suministradas de las dietas A, B, Cy D. Ingesta diaria y total
de los peces alimentados con las dietas experimentales (Grupos A, B, C y D). Las columnas
representan la ingesta de cada grupo experimental en cada periodo (P1 a P6) y el nimero total de
dias desde el inicio. 0, 6, 23, 40, 68 y 90 dias. Mientras que las curvas, asi como las ecuaciones, son
las resultantes de los grupos A y D. No se muestran las curvas de pienso suministrado, ni las
ecuaciones de los grupos B y D que son iguales que las del D.
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En la Figura 18 también se puede observar el efecto “perverso” del tiempo sobre el
crecimiento cuando las tasas de alimentacion se fijan en un tanto % fijo sobre la biomasa
inicial. Y aunque esta tasa y la biomasa del experimento se evalué¢ en determinados puntos
de muestreo, el retraso y menor crecimiento de unos grupos frente a otros (en este caso los
grupos B, C, y D) hace que las diferencias se aumenten exponencialmente a cada periodo de
tiempo. Por eso ademas de la tasa de alimentacion en este caso fija de un 3 % sobre
biomasa y dia, los datos deben acompaiiarse de la ingesta total preferiblemente por pez
o grupo de manera que cualquier investigador pueda en caso de ser necesario recalcular

los datos (V.g. para un meta-analisis sobre cualquier factor).

En la Figura 19 se muestra la diferencia final en la ingesta total por Grupo A, B,

C y D (cantidades promedio de los tratamientos de las dietas A, B, C y D administradas

por duplicado)
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Figura 19. Cantidades totales de dieta suministrada por grupo. (Grupos A, B, C y D). Los puntos
representan las cantidades acumuladas de pienso por cada grupo experimental en los periodos
(P1 a P6). Mientras que las curvas, asi como las ecuaciones, son las resultantes de los grupos Ay
D. No se muestran las curvas de los grupos B y D, ni las ecuaciones de los grupos By D ya que son iguales
y practicamente se superponen al grupo D. Como se puede comprobar en los puntos del grupo B que
aun estando representados se encuentran tapados por los otros dos grupos de menor ingesta Cy D
nutricional.
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Asienla Figura 19 también se puede observar el efecto “perverso” sobre la mala
distribucion de la alimentacion durante un experimento, y su efecto sobre el crecimiento.
Mientras que el Grupo A, Dieta A ha recibido realmente un 3 % de alimento sobre su
biomasa y dia (aproximadamente 500 g en total por tanque), los Grupos B, C y D con
una ingesta nutricional del 50 % de la Dieta A, tan solo han recibido aproximadamente
125 g, lo cual supone una merma en la alimentacion durante el tiempo de
experimentacion de un 80 % menos aproximadamente. Y eso que tan solo son 90 dias,
un tiempo muy inferior al tiempo habitual de cultivo. Siendo la ingesta relativa por

grupos, A, B, C y D (%) la que se muestra en la Figura 20.
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Figura 20. Ingesta relativa (en porcentaje), Grupos A (100 %), B, Cy D. Los puntos representan los
porcentajes de administracidn de las dietas por grupo (A, B, C, D) a 6,23,40, 68 y 90 dias.

A raiz de estas diferencias forzadas en la ingesta (sustitucién del 50 % del valor
nutricional de la Dieta A en las dietas B, C y D por 0 % del valor nutricional) se produce el
segundo efecto “perverso” sobre el crecimiento. Este crecimiento al no producirse de igual modo
en todos los grupos, siendo el crecimiento del grupo A normal —segun tablas de alimentacion
del fabricante del pienso para la temperatura experimental—, y el de los grupos B, C y D, mucho

mas reducido de lo esperado, por el efecto tasa (%) de alimentacion sobre biomasa en el tiempo.
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Por este efecto multiplicador periodo tras periodo que los peces de los grupos B
C y D crecen menos, se ha producido una dispersion de tallas enorme como se puede

comprobar en la siguiente Figura 21. Dispersion que se incrementa a medida que pasa

el tiempo.
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Figura 21. Ingesta relativa (%), de los Grupos A, B, Cy D, frente al Grupo A (o 100 % de ingesta
nutricional). Representado frente al crecimiento relativo (%) de los Grupos A, B, Cy D, frente al
Grupo A (o 100 % de crecimiento. Los puntos representan los porcentajes por Grupo y tanque
(duplicados del grupo) a 90 dias. La ecuacion representa la regresion lineal del crecimiento relativo
(%) frente a la ingesta relativa (%) para todos los grupos (y tanques duplicados).

Asien las Figuras 21y 22 se aprecia la linealidad del crecimiento frente a la ingesta
(ecuacion no mostrada en la Figura 22) para todos los tiempos y grupos, ya que
independientemente del valor nutricional de la ingesta, el crecimiento es un reflejo de la
cantidad total ingerida, el valor nutricional de la porciéon asimilada y el porcentaje de
retencién de los nutrientes de la dieta. Dada la calidad similar de las dietas, pero no la
cantidad, la asimilacion de la misma y su reflejo en crecimiento para una misma etapa de
desarrollo debe ser lineal (tal y como se representa en la Figura 21) con pequeiias diferencias
debidas a la variabilidad genética de los individuos, y el reflejo de esta variabilidad en los

promedios de pesos por tanque y por grupo. Factores ampliamente conocidos en nutricion.
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Figura 22. Diagrama de dispersion de puntos de los diferentes grupos experimentales,
representando la ingesta frente al crecimiento, en peso (g) y en los diferentes puntos de muestreo
P1 a P6. Los puntos representan los pesos de ingesta promedio en (g) por el peso pez promedio de
cada grupo (A, B, C, D) y sus valores son los resultantes de la ingesta (g) frente al crecimiento (g)
promedio del duplicado y grupo a 6,23,40, 68 y 90 dias.

Los resultados obtenidos han sido representados en las Figuras 18 a 22, y se puede
observar en ellas como el crecimiento esta mediado por la ingesta (Iwama, 1996;
Storebakken & Austreng, 1987a, 1987b; Sveier & Lied, 1998), la cual determina la cantidad
de nutrientes que les aportamos a los peces a través de piensos extruidos, formulados y

adecuados para la especie.

Como podemos observar en las Figuras 18, 19 y 20 que representan la Ingesta frente
al tiempo existen diferencias entre los grupos experimentales A (Alimentacién normal)
frente a los grupos B, C y D (alimentacion reducida en un 50 % de su valor nutricional) y
esta ingesta adopta una forma de ecuacion polindomica de 2 grado estando cada vez mas
lejanos los valores entre los peces alimentados del grupo A y los alimentados en el resto de

los grupos (B, C y D).
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Por el contrario, los valores del Indice de Conversién del Alimento (ICA) no difieren
mucho de los que podian considerarse un buen valor de conversion para la dorada en esa
talla y para todos los grupos. Siendo los valores ICA + error estandar, y el ICAC (corregido

en humedad) los siguientes para cada grupo experimental (Tabla 7):

Tabla 7: indices de conversién del alimento normal y corregido

Grupo ICA ICAC  ICAC (dieta)
Grupo A/Dieta A 1,12 £ 0,06 1,12 1,12
Grupo B/Dieta B 1,23 +0,08 0,67 0,67
Grupo C/Dieta C 1,31 £0,09 0,71 0,44
Grupo D/Dieta D 1,25 + 0,01 0,68 0,42

Valores promedio + error estandar de la media.

ICA:indice de conversién del alimento

ICAC: indice de conversién del alimento corregido en humedad

ICAC: [ICA*(100 -% humedad dieta)]/(100 -8)

ICAC: Considerando una humedad por la inclusién del agua enla Ade un8% y enlas B deun 8+ 50 %
ICAC (dieta): Considerando una humedad inicial en la dietasAy B de un8% yenCyD de un43 %

Valores de conversion del alimento (ICA) que podemos decir sin temor a

equivocarnos que son normales para las condiciones experimentales 1) especie, i1) talla, iii)
temperatura, iv) dieta e v) ingesta y practicamente son similares entre ellos, y con los valores
de conversion del alimento que se pueden considerar normales en una piscifactoria. Estos
valores una vez corregidos en la humedad (ICAC e ICAC (dieta)) a un porcentaje estandar
de las dietas industriales para un pienso seco extruido (8 % sobre peso himedo del pienso),
permite comprobar que los peces alimentados con las dietas B, C, y D, presentan mejores
valores de conversion que su contraparte A (o alimentacion 6ptima). Es decir, han sido més

eficientes en la conversion de alimento si se normaliza en la realidad nutricional y de materia

seca de las dietas.

Se ha entendido innecesario realizar una comparacion estadistica sobre estos valores
ya que las diferencias en crecimiento son abismales. Tan solo se muestran los valores de
ICA y ICAC para exponer el parecer del doctorando de lo mal predictor del crecimiento, o
de la eficiencia que es este tipo indices. Pero evidentemente y como no podia ser de otro
modo al cabo de noventa dias los peces «mal alimentados», los grupos B, C y D llevan un

retraso en el crecimiento de mas de sesenta dias de talla frente al grupo A (Figura 22).
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111.3.3 La dispersion de tallas en acuicultura

En este caso, esta «mala alimentacion» es forzada, pero por muchos motivos puede
ser forzosa, sobre todo en condiciones industriales de crianza, o en condiciones de
investigacion con los peces como modelos animales (fendmenos atmosféricos como
tormentas y temporales que impiden realizar la alimentacion en las jaulas durante
determinados periodos, situaciones de dominancia en los tanques por algunos ejemplares,
canibalismo, etc.) (Andrew etal., 2004; Baras etal., 2011; Baras & Jobling, 2002;

Naumowicz et al., 2017).

En definitiva, esta variacion deseada o indeseada en la ingesta no es una situacion
anormal en acuicultura y en todos los sistemas (recirculacion, esteros, biofloc, jaulas, etc.)
por lo que es normal que los preces crezcan con una dispersion acusada alcanzando el peso
objetivo comercial aproximadamente tan solo aproximadamente entre el 35 % - 45 % de los
ejemplares, mientras que el resto alcanzan pesos o bien por encima de la media (cabezas), o

bien por debajo (colas) (Berge, 2021; Marine Harvest, 2018).

Es interesante mostrar los datos reales de la industria en este momento, Figura 23,
ya que, aun siendo la industria del salmon noruego paradigma de eficiencia a nivel mundial
son patentes las limitaciones sobre el control de los cultivos por parte del acuicultor. Y son
patentes las posibles e inevitables diferencias en la administracion de las dietas y reparto
proporcional del pienso equitativamente entre ejemplares, por las situaciones de dominancia,
de enfermedad o por entre otras los tratamientos antiparasitarios o antibidticos tienen su
reflejo en un menor crecimiento, un retraso del crecimiento de determinados ejemplares y
en una dispersion por tallas indeseada por parte del acuicultor. En la Figura 23, se muestra
realmente cual es la dispersion de tallas para el salmon en Noruega, para las cosechas del
afio 2018. Datos extraidos del “Salmon Industry Handbook™ mediante Webplot Digitizer 4.5

y autorizados para su exhibicién por Mowi (antes Marine Harvest). (Marine Harvest, 2018).
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Porcentaje de distribucion de tallas en Noruega para el salmon (%) 2018
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Figura 23. Diagrama de barras de la dispersion del salmén eviscerado en Noruega, para el afio 2018.
Extraido del Salmon Industry Handbook, (autorizado) en el que se muestra el porcentaje de distribucidn
de tallas en Noruega en el afio 2.018 en porcentaje para el salmén eviscerado, en diferentes categorias
o clases comerciales que van desde un kilo a mas de 7 kg. (Marine Harvest, 2018)

Dispersion que ha sido recogida en numerosas ocasiones y en diferentes estudios,
(Iwama, 1996; Storebakken & Austreng, 1987a, 1987b; Sveier & Lied, 1998) y que en
muchas ocasiones se debe a la ingesta, mientras que otras puede deberse a otros episodios
como pudieran ser las desinfecciones, tratamientos sanitarios, enfermedades o la

contaminacion ambiental (Davidson et al., 2019; Schrader et al., 2013; Walde et al., 2022)

Y esta dispersion inevitablemente tiene una traduccidén economica en los precios de
venta. Traducido literalmente de la noticia y de las declaraciones realizadas por un productor
a Aslak Berge (18/junio/2021), «Mientras que los tamafios de pescado mas pequefios bajan
de precio la proxima semana, el salmon grande serd mas caro.», «Y esto tiene una traduccioén
econdmica en los precios de venta. “Grandes diferencias 2-3 kg a 49 coronas (4,9 EUR), 3-
4 kg a 54-55 coronas (5,4-5,5 EUR), 4-5 kg a 59-60 coronas (5,9-6,0 EUR), 5-6 kg a 65
coronas (6,5 euros), 6+ a 70 coronas (7,0 euros)”, relata.», «“Es una diferencia de precio
increiblemente grande entre las clases de peso bajo y alto. Rara vez se ve una diferencia de
precio tan grande”, dijo y sefiald en particular la exigente situacion de salud de los peces

como una explicacion obvia.» (Berge, 2021).
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Datos de crecimiento entre cabezas y colas, que ademds de tener una implicacién
bioldgica (con a veces dificil pronosticé sobre que la ha producido), es sin duda uno de los
factores de mayor repercusion en el aspecto econdmico de la acuicultura ya que se
materializa directamente en el precio final del producto, y el momento de acceso del
producto al mercado. Siendo este un factor que se analizara en mayor profundidad en el

analisis bioeconomico que se incluye en este trabajo.
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Este folio ha sido intencionadamente dejado en blanco
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Capitulo IV. Evaluacion de la respuesta inmunitaria
de la dorada (Sparus aurata) bajo regimenes
deficitarios de alimentacion

Sparus aurata (Linnaeus, 1758)

griego sparos, latin sparus, nombre de pez; latin auratus ‘color oro’, mancha amarilla en la frente
(Barriuso, 1986)

Bahia de Cadiz ,2007 (Foto: A. M. Arias)
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IV.1 Resumen y objetivos

Larelacion entre la nutricion y la salud ha sido ampliamente estudiada en acuicultura,
pero no con la misma intensidad cuando a los peces se les somete a regimenes de
alimentacion deficitarios, por debajo de las recomendaciones nutricionales realizadas por los

fabricantes de piensos, o evaluadas en estudios cientificos.

Por un lado, existen numerosos estudios que buscan evaluar las ratios maximas de
crecimiento de las diferentes especies en crianza ya que el objetivo del productor es
maximizar el crecimiento —tanto en acuicultura como en otras ganaderias—. Por otro lado,
también son habituales los estudios evaluan las ratios de decrecimiento en situaciones de
inanicion, buscando establecer las tasas metabdlicas en reposo, etc. Pero es quizés a los
regimenes de alimentacion deficitaria, o sub-optima —pero sin llegar a la inanicion— a la

que los estudios sobre nutricién e inmunologia han prestado menor atencion.

Como hemos visto en el capitulo anterior la relacion equilibrada entre la ingesta, el
crecimiento, y la salud de los animales puede verse comprometida por numerosos motivos.
Siendo el objetivo principal de este capitulo evaluar que le sucede a una especie carnivora
(S. aurala) cuando es alimentada de manera deficiente —en aproximadamente a un 50 % de
sus necesidades energéticas, de macronutrientes (MN) y micronutrientes (mN)—, y se

enfrenta a un episodio de reto bacteriana —Ila oportunista 7énacibaculum soleag—.

Asi los peces de la especie dorada (S. aurata) de talla pequefia (peso inicial 12,86 +
0,28 g) fueron alimentados 52 dias (de un total de 62 dias que dur¢ la experimentacion), con
cuatro dietas (dos industriales y dos fabricada exprofeso para el experimento) a una tasa sub-
optima por debajo del 50 % de las recomendaciones del fabricante para los piensos disefiados
para la 1) especie, 1i) talla y iii) temperatura experimental. Y unas dietas que reiteramos no

cubren (salvo una) la totalidad de los requerimientos nutricionales de la especie.

Desde el punto de vista de la inmunidad y salud de los animales en crianza la
alimentacion deficitaria se puede considerar un factor de riesgo alto dado el porcentaje de
peces de bajo peso y talla, —tedricamente malnutridos e inmunodeprimidos— y que pueden
ser una brecha desde el punto de vista sanitario (expresada en principio en una menor

respuesta inmunitaria frente a diferentes patdogenos, bacterias, parasitos o virus).
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Reiteramos que no existen muchos estudios que hayan prestado atencién a este
supuesto de que se produzca una alimentacidon sub-optima. Aunque esto puede suceder en
todo tipo de cultivos y sistemas (jaulas marinas, estanques, etc.). Sin duda las tecnologias de
alimentacion cada vez estan mejorando sus procesos (vision submarina, inteligencia
artificial, etc.) pero la complejidad de la acuicultura vs otras ganaderias, donde la realizacion
de todos los procesos se produce en el agua, y donde tenemos poco control sobre lo que
sucede dificulta sobremanera la evaluaciéon de cualquier parametro de cultivo —de la
ingesta, del desperdicio de alimento—, o de la necesaria e imprescindible valoracion del
estado nutricional e inmunitario de los animales. Del mismo modo que es conocida la
dificultad de aislar ejemplares enfermos o heridos por ejemplo de un lote o acuario a
diferencia de lo que sucede con otras ganaderias, pudiendo ser este factor el nicho de inicio
de un brote epidémico. No se tiene constancia de que la tenacibaculosis haya sido estudiada
bajo estos regimenes de alimentacion deficitaria, aun siendo una enfermedad importante con
cada vez mayor presencia tanto en granjas de trucha, salmon, o dorada, etc. afectando de
manera similar a los centros de cultivo de todo el Mundo (Avendano-Herrera et al., 2006;

Conforto et al., 2021; Pineiro-Vidal et al., 2008).

Por lo tanto, por un lado, el objetivo principal del presente estudio fue evaluar la
respuesta inmunitaria de la dorada (S. aurata) al someterla a regimenes alimentarios
deficientes en cantidad y calidad de macronutrientes y micronutrientes aportados por
diferentes dietas —tanto industriales como fabricadas para el experimento— y su respuesta
inmunitaria frente a un patéogeno oportunista como 7. s0/éae. Por otro lado, se establecio
valorar la capacidad para asimilar dietas formuladas con materias primas de bajo coste,
principalmente las levaduras de desecho de la industria cervecera (62,5 %) y harinas y aceite
de pescado de subproductos. En principio dietas deficientes para i) la especie, ii) la talla; y
ii1) la temperatura experimental. Como objetivos secundarios se establecid incrementar el
conocimiento de las dietas formuladas y los ingredientes utilizados, principalmente de las

levaduras de desecho que se utilizaron en la formulacion de las dietas.

La evaluacion de estos objetivos se realizo mediante el estudio de los pardmetros
clasicos de crecimiento y del estado del sistema inmunitario. Y asi los peces fueron
alimentados deficientemente durante dos meses, para posteriormente realizar un reto

bacteriano con 7. so/eae.
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IV.2 Materiales y métodos

De manera resumida se recogen los materiales y métodos particulares del

experimento realizado.

IV.2.1 Peces

Ciento veinte doradas (S. aurata)de peso inicial 12,86 + 0,28 g (n=120) se obtuvieron
de una granja local ubicada en Aguilas (Murcia). Los peces fueron aleatoriamente
distribuidos en un sistema de recirculacion de (4 y 4 tanques independientes), en total ocho
tanques cilindricos iguales y aclimatados por dos semanas antes de comenzar el experimento,
durante este periodo fueron alimentados con una dieta comercial para dorada (Skretting,
Burgos, Espafia). La tasa recomendada de alimentacion para esta talla y temperatura de las
instalaciones es de un 3,4% diario sobre la biomasa, y segun el fabricante debemos reflejar

en este texto que «La tabla de alimentacion es meramente orientativay.

Durante el experimento se evaluaron cuatro dietas, por duplicado, el nimero de peces
por tratamiento o grupo fue de 30 (n=30), 15 peces por tanque. Los peces se alimentaron 52

dias, de un total de 62 de duracion del experimento.

Los peces se retaron el dia 61 con 7. so/eae vide infra IV .2.3 Disefio experimental, y
se tomaron las muestras biologicas 24 horas después de la inyeccion para comprobar el
efecto a corto plazo de la exposicion al patdgeno 7. S0/éae sobre el sistema inmunitario de

los animales.
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IV.2.2 Dietas

Durante el experimento se utilizaron cuatro dietas experimentales: Dieta: A Ti3 para
Tilapia (Skretting, Burgos, Espafa); Dieta B: Mar Perla L especificamente formulada para
dorada, (Skretting, Burgos, Espafia); Dieta C: Biothesan 40 y Dieta D: Biothesan 70
(Biothesan, Granada, Espafia). Para informacion adicional sobre dichas dietas vide suprala

el Capitulo II de Materiales y Métodos.

Las dietas se seleccionaron por diferentes motivos: Dieta A: bajo contenido en
proteina (33,0 %) y grasas (6,5 %) y de fabricacion industrial; Dieta B: dieta comercial
especificamente formulada para dorada y un alto contenido en proteina y grasas (56 %y 15
% respectivamente); y las Dietas C y D por su bajo contenido en proteina y grasa (28.6 % y
6,5 %). Las dietas C y D se formularon y fabricaron de manera que su contenido nutricional

fuera isoproteico, isolipidico e isoenergético.

La principal fuente de proteina de las dietas varia desde un 48,4 % de harina de
pescado (de calidad indeterminada) en la dieta B; un 4,4 % de harina de pescado (de calidad
indeterminada) en la Dieta A; Las dietas C y D contenian un 25 y 20 % respectivamente de
harina de pescado (proveniente de desechos de conserveras y procesado de pesquerias, de
baja proteina 56-58 % Proteina Bruta.), siendo su principal fuente de proteina las levaduras
de desecho, dieta C (55 %) y dieta D (62,5 %) —sobre peso himedo—. La cantidad de
aceite de pescado también es variable en las dietas evaluadas, la dieta B contiene un 5,34 %
de un total de un 15 % de grasas y aceites (como unica fuente adicional de lipidos a la harina
de pescado). La dieta A no contiene aceite de pescado, y las dietas C y D un 6,5 % de aceites

de pescado reciclados provenientes de desechos del procesado de la pesca y las conserveras.

109



Capitulo 1V. Evaluacion de la respuesta de la dorada bajo regimenes deficitarios de alimentacion

IV.2.3 Diseno experimental

Los peces fueron estabulados durante 62 dias (de los que solo fueron alimentados 52).
La tasa de alimentacion fue de un 1,5 % de la biomasa inicial total de cada tanque, sin que esta
tasa se actualizara durante la duracion del experimento. Tasa de alimentacion muy inferior a las
recomendaciones del fabricante para la i) especie; ii) talla; y iii) temperatura experimental. Estas,
tasas recomendadas, aunque son meramente orientativas, podemos establecerlas en
aproximadamente de un 3.4 % para la dieta B especificamente formulada para dorada, y respecto

a la dieta A (aunque es para otra especie y una temperatura mas elevada) en un 5,5 %.

Después de ese periodo los peces se anestesiaron y se muestrearon aleatoriamente cinco
ejemplares de cada tratamiento y por tanque (no retados, duplicado, n=10). Otros cinco
ejemplares aleatoriamente por tratamiento y tanque fueron retados con 7énacibaculum soleae
(107 ufc/ml) (n=10) mediante inyeccion intraperitoneal. La cepa de la bacteria 7. so/eae (n°
CECT7292) fue cedida por el Profesor Miguel Angel Morifiigo (Departamento de
Microbiologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Mélaga, Espana). La bacteria se mantuvo
congelada a — 80 °C hasta su uso, y fue cultivada en medio especifico para este tipo de cepas,
Flexibacter maritimus medium (FMM, Conda, Spain). Para la preparacion del inoculo, la
bacteria fue recolectada e inoculadas en 50 ml del medio durante 48 h adicionales a temperatura
constante y con agitacion continua. Posteriormente, la densidad de las bacterias en crecimiento
exponencial se midié de acuerdo con el estindar de McFarland para ajustar la densidad a 10®
ufc/ml. A los peces se les inyecto con 100 pl, por lo que resulta una concentracion final de 107
ufc/pez. El resto de los peces que no fueron retados, ni sacrificados (cinco por tanque) fueron
recuperados para otros trabajos en atencion a la necesaria ética y reduccion (RRRs) en el uso de

animales de experimentacion.

Después de 24 horas expuestos al patdgeno los peces fueron anestesiados y muestreados
como se describen en Materiales y métodos generales. Se tomaron muestras de tejidos o sangre.
entre ellas suero, moco, piel o intestino tal y como se describe en el capitulo I Materiales y
métodos (Vide supra). Las muestras de intestino y piel fueron analizadas mediante PCR
cuantitativa, (QPCR) y se analizaron los siguientes genes relacionados con el sistema

inmunitario: ¢3, cox-2, hamp, igt, il-1B, lyz, tcr-8, tnfa, p-def.

El resto de muestras fueron analizadas para obtener los resultados de las actividades

celulares y humorales siguiendo los métodos descritos con anterioridad.
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IV.3.4 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos han sido representados en las graficas y tablas
correspondientes como la media + el error estindar (SEM) para cada pardmetro medido. Los
datos fueron analizados con el programa estadistico SPSS 19.0. y GrahPad Prism 9. Para
calcular la normalidad de los datos previamente se realizd la prueba Shapiro-Wilk y la
homogeneidad de la varianza fue verificada usando la prueba de Levene. Para comparar las
medias entre muestras se realiz6 la prueba T de Student, y para los no normales, se realizd
la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (dichos datos se transformaron previamente).
Las diferencias significativas entre grupos o dietas se analizaron mediante Anova factorial
(cuando el namero de grupos o dietas lo permitia), o alternativamente se realizo6 la prueba T
de Student. Las pruebas Anova conllevaron un andlisis post-hoc de Tukey o Games-Howell.
Principalmente estas son las pruebas estadisticas realizadas para determinar las diferencias
significativas entre ellas, considerando las diferencias estadisticamente significativas al 95%
de nivel de confianza (p < 0,05) en todos los casos. Todas las medias se han realizado por

triplicado.
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IV.3 Resultados

Del crecimiento de los peces, y de los resultados de las diferentes técnicas analiticas
realizadas sobre las muestras bioldgicas debidamente conservadas se recogen aquellos
resultados que se consideran mas relevantes en atencion a los objetivos del experimento. Los
métodos relativos a dichas técnicas se recogen en el Capitulo I. Materiales y métodos, Vide

supra.
a) Comportamiento, canibalismo y mortalidad

Durante la duracion del experimento no se produjo ninguna mortalidad en los
ejemplares sometidos a experimentacion, ni ningtn episodio de canibalismo o de agresiones,
ni se apreciaron heridas, ni erosion de aletas, escamas, etc. Por lo que los peces de todos los
grupos, aun recibiendo una alimentacién deficitaria, se considera que estaban saciados. Este
déficit en la alimentacion es mayor de un 50% en cantidad para la Dieta B —expresamente
formulada para dorada—. Y es atin mayor en las dietas A, C y D que tienen un contenido
proporcionalmente menor en MN y mN. Asi, respecto de la Dieta B (100 % optimo): la
Dieta A aporta un 57 % de la PB y un 40 % de la GB; las dietas C y D aproximadamente
un 51 % de PB y respecto de las GB, la dieta C un 59 % y la D un 63, 3%.

b) Crecimiento

A partir de los datos obtenidos durante los muestreos biométricos los dias 0, y 62 de
peso (P), (g + 0,01) y la racion diaria proporcionada a cada grupo experimental se pudieron
calcular los pardmetros relativos al crecimiento de los sujetos experimentales y el
aprovechamiento de la alimentacion proporcionada (Tablas 8 y 9). Entre dichos parametros
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas. Si es relevante poner de
manifiesto que el Indice de Conversion de alimento (ICA), la tasa de eficiencia de la proteina
(TEP), la eficiencia del alimento (FE), o la tasa de crecimiento especifico (TCE) recogen
resultados razonables para un cultivo de dorada. Aunque evidentemente el crecimiento fue
lento dada la baja tasa de alimentacion (1,5 % frente al 3,4 % - 5,5 % para las dietas bajas
en proteina sobre la biomasa total del tanque / dia recomendado). Y dado que las dietas A,
C y D también tienen un contenido mucho menor en MN y mN de los recomendados para la

especie y talla (datos mostrados anteriormente).
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Aspecto que se refleja en el promedio de ingesta de proteina, el cual varia de la manera
esperada, aunque el crecimiento en porcentaje no difiera en la misma proporcion. Sin duda esto
es debido a una mejor TEP de los peces alimentados con menor proteina. Asi es destacable que
la TEP de la dieta B (optima en MN y mN) pero suministrada deficientemente sean similares a
la TEP de la dieta D (sub-optima en MN y mN) y que la conversion de proteina en peso de
ambas dietas sea similar y cercano al 1:1, mientras que el crecimiento es como se esperaba menor
en la Dieta D, ya que también lo ha sido el aporte de nutrientes. De manera inesperada las dietas
Ay C, aun cuando el aporte de proteina ha sido deficitario superan en un 40 % aproximadamente
la TEP de la Dieta B. Lo que implica que una mayor ingesta de proteina no supone en este caso
una conversion mas eficiente. Asi la mayor ingesta de proteina por grupo fue de 84,29 de la
Dieta B frente a las ingestas de las otras dos dietas sub-optimas (Dieta A 48,33 y de la Dieta C

38,73) ha resultado en una peor eficiencia.

Tabla 8: indices de crecimiento y aprovechamiento del alimento durante el periodo experimental

Dieta (denom. Comercial)  ICA % crecimiento*  IP** TEP FE TCE

Dieta A (Ti3) 2,64 +0,90 33,44 + 11,43 48,33 + 4,10 1,30 £ 0,44 0,43+0,15 0,47 +0,14
Dieta B (Mar perla L) 1,94 + 0,00 40,18 £ 0,00 84,29 + 1,35 0,92 +0,00 0,52 +0,00 0,56 + 0,00
Dieta C (B40) 2,54 + 0,47 31,83 +5,87 38,73+ 1,85 1,43 +0,26 0,41+0,08 0,46 +0,07
Dieta D (B70) 4,25+ 1,52 21,04 7,71 48,63 +3,16 0,94 0,34 0,27 +0,10 0,32+0,10

Crecimiento e indices de crecimiento de los tratamientos Dieta A, B, Cy D,. Valores promedio + error estandar de la media.
No hay diferencias significativas entre los parametros analizados (P <0,05)

* % de crecimiento desde la talla inicial, no evaluado estadisticamente ** Ingesta de proteina

ICA= indice de conversién del alimento, TEP= Tasa de eficiencia de la proteina

TCE= Tasa de crecimiento especifio (En ingles SGR o specific growth rate)

Aunque consideramos el ICA un mal predictor de los resultados del crecimiento,
debemos por poder comparar entre dietas y otros experimentos, asi es necesario del mismo
modo que se realizd en el anterior capitulo estandarizarlo a los mismos porcentajes de

humedad estandar ICAC (8%) para una dieta extruida y considerada seca.

Tabla 9: indices de conversién del alimento normal y corregido

Grupo ICA ICAC
Grupo A/Dieta A 2,64 +0,06 2,64
Grupo B/Dieta B 1,94 +0,08 1,94
Grupo C/Dieta C 2,54 £0,09 1,57
Grupo D/Dieta D 4,25 £0,01 2,63

Valores promedio + error estandar de la media.

ICA= indice de conversion del alimento

ICAC= indice de conversion del alimento corregido en humedad

ICAC= [ICA*(100 -% humedad dieta)]l/(100 -8]

ICAC: Considerando una humedad inicial en la dieta Ay Bde un8%yenCy D de 43 %
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c) Parametros inmunitarios

En los siguientes apartados se muestran los resultados de las actividades evaluadas
del sistema inmunitario y que fueron analizadas en los ejemplares sujetos a experimentacion.
Casi todas ellas muestran significaciones estadisticas tanto entre grupos, dietas o entre los

grupos de peces que fueron retados con 7. so/éaeé al final del periodo de experimentacion.

En el caso concreto de este experimento el andlisis estadistico se realizd entre las

diferentes dietas y grupos:

Factor dietas (A, B, C, D, A Reto, B Reto, C Reto y D Reto), diferencias significativas
mostradas con letras, idénticas letras indican que no existen diferencias significativas para
esa letra y diferentes letras indican que si existen diferencias significativas entre letras. Lo
que permite evaluar la diferencias entre todas ellas independientemente de si los peces fueron

o no retados: no retados en adelante (PnR) y los retados (en adelante PR);

El factor dietas entre los diferentes momentos, dia 61 y 24 horas post exposicion a la
bacteria (PnR e PR): diferencias significativas mostradas con *, igual nimero de asteriscos
indica que hay diferencias significativas para esa dieta antes y después del reto, y la ausencia
de * indica la inexistencia de diferencias, y permite evaluar las diferencias para una misma

dieta antes y después de realizar el reto;

Y el Factor grupo (PnR: columnas A, B, C y D, y PR, columnas A Reto, B Reto, C
Reto, D Reto) que se representa con corchetes y * sobre ellos, que permite evaluar si hay
diferencias en la respuesta inmunitaria por la exposicion al patogeno 1. Soleae

independientemente de la dieta.

En todos los trabajos de esta tesis y por sistematica se realizaron las mismas técnicas
analiticas, las cuales se exponen de manera ordenada en el mismo orden para todos los
experimentos realizados. Por sistematica primero se muestran los resultados de la actividad
enzimatica del suero (Peroxidasa, Proteasa, Antiproteasa y Lisozima), posteriormente de la
actividad enzimatica del moco de la piel (Peroxidasa, Proteasa, Antiproteasa, Lisozima y la
Cuantificacion de proteinas). Y para finalizar los pardmetros de la inmunidad celular

(Peroxidasa, Explosion respiratoria y la Actividad fagocitica de los leucocitos del rifion cefalico).
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c.1 Parametros de la inmunidad humoral

En los siguientes apartados se muestran las actividades de la inmunidad humoral que

fueron analizadas en los ejemplares sujetos a experimentacion.

c.1.1 Actividad enzimatica del suero

Casi todas las actividades muestran significaciones estadisticas, entre grupos, dietas,

o entre los grupos de peces que fueron retados (PR) o no (PnR) con 7. so/eae.

De las actividades enzimaticas analizadas en el suero de los peces, no fue posible
analizar la lisozima por carecer de volumen de muestra suficiente para realizar todas las

actividades propuestas en el disefio experimental.

En general existen diferencias significativas (P <0,05) entre los grupos de peces no
retados en adelante (PnR) y los retados (en adelante PR), y la respuesta inmunitaria fue
similar para todas las dietas, ya que ninguna dieta mejora o empeora considerablemente el
nivel de actividad enzimdtica en general. En cada actividad analizada se muestran las

consideraciones necesarias para entender los datos presentados.
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c.1.1.a) Actividad peroxidasa del suero

En la Figura 23 se muestran los niveles de peroxidasa del suero después de un
periodo de alimentacion de 62 dias y para los diferentes tratamientos (dietas y reto), tan solo
existen diferencias significativas entre los niveles de actividad enzimatica entre los PnR y
los PR, y como se muestra en la grafica se produce un descenso de la actividad peroxidasa
en los PR independientemente de la dieta y del nivel de nutrientes aportados por estas. Los
peces alimentados con la dieta A no acusa tanto ese descenso después del reto, aunque no

existan diferencias significativas entre las dietas.
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Figura 23. Niveles totales de peroxidasa en suero después de un periodo de alimentacidn de 62
dias para los diferentes tratamientos para los peces no retados (PnR) (Dietas A; B; C; D), y los peces
retados (PR) (Dietas Reto A; B; C; D) con T. soleae. Los datos representan el promedio + el error
estandar. (n=10). Diferentes letras denotan diferencias significativas para el tratamiento dieta; *
denota diferencias significativas entre PnR y PR (dieta e reto); los corchetes con * denotan
diferencias significativas para el reto. (P <0,05).

116



Andlisis bioeconédmico de la valorizacién de subproductos de la industria cervecera
en dietas funcionales para una acuicultura sostenible

c.1.1.b) Actividad proteasa del suero

En la Figura 24 se muestran los niveles de proteasa del suero después de un periodo
de alimentacion de 62 dias y para los diferentes tratamientos (dietas y reto), tan solo existen
diferencias significativas entre los niveles de actividad enzimatica entre los PnR y los PR, y
como se muestra en la grafica se produce un ascenso de la actividad proteasa en los PR
independientemente de la dieta con la que se han alimentado, y del nivel de nutrientes
aportados por estas. El comportamiento de la actividad proteasa si difiere entre los peces
alimentados con las diferentes dietas y es mediado por el reto (mostrado con las letras a y
b). Aunque los peces alimentados con la dieta A después del reto (A Reto) acusan de nuevo
una mayor actividad después del reto. Al activarse la actividad proteasa para todas las dietas
post reto de igual manera no existen diferencias significativas entre estas (mostrado con la

letra b).
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Figura 24. Niveles totales de proteasa en suero después de un periodo de alimentacién de 62 dias
para los diferentes tratamientos para los peces no retados (PnR) (Dietas A; B; C; D), y los peces
retados (PR) (Dietas Reto A; B; C; D) con T. soleae. Los datos representan el promedio + el error
estandar. (n=10). Diferentes letras denotan diferencias significativas para el tratamiento dieta; *
denota diferencias significativas entre PnR y PR (dieta e reto); los corchetes con * denotan
diferencias significativas para el reto. (P <0,05).
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c.1.1.c) Actividad antiproteasa del suero

En la Figura 25 se muestran los niveles de antiproteasa del suero después de un
periodo de alimentacion de 62 dias y para los diferentes tratamientos (dietas y reto), tan solo
existen diferencias significativas (P < 0,05) entre los niveles de actividad enzimatica entre
los peces alimentados con la dieta D menor actividad antes del reto (mostrado con la letra a)
y los alimentados con las dietas A Reto y B Reto (mostrado con la letra b) dentro de los
peces retados que muestran mayor actividad frente al resto. Aunque estas dietas no difieren
entre si (dietas A Reto y B Reto) (mostrado con la letra b). Como se muestra en la grafica
en general se produce un ligero ascenso de la actividad antiproteasa por motivo del reto,
siendo las dietas A Reto y B Reto las que mejor respuesta muestran. A diferencia de lo que
sucede con las anteriores actividades (proteasa y peroxidasa en suero) en las que no existen
diferencias por motivo del reto y todos los peces con independencia de su alimentacion

presentan igual respuesta
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Figura 25. Niveles totales de antiproteasa en suero después de un periodo de alimentacién de 62
dias para los diferentes tratamientos para los peces no retados (PnR) (Dietas A; B; C; D), y los peces
retados (PR) (Dietas Reto A; B; C; D) con T. soleae. Los datos representan el promedio * el error
estandar. (n=10). Diferentes letras denotan diferencias significativas para el tratamiento dieta; *
denota diferencias significativas entre PnR y PR (dieta e reto); los corchetes con * denotan
diferencias significativas para del reto. (P <0,05).
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c.1.1.d) Actividad lisozima del suero

Esta actividad no fue evaluada por carecer de suficiente volumen de muestra de
suero, ya que los peces eran excesivamente pequefios como para realizar todas las

actividades propuestas en el disefio experimental inicial.
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c.1.2) Actividad enzimatica del moco de la piel

De las actividades enzimadticas analizadas del moco de la piel de los peces, se
analizaron todas las actividades propuestas en el disefio experimental. De manera similar a
como se ha hecho en el resto de experimentos se muestran de manera ordenada. Casi todas
ellas muestran significaciones estadisticas positivas, tanto entre grupos, dietas o entre los

grupos de peces que fueron retados (PR), o no (PnR) con 7. so/éae.

En general existen diferencias significativas entre los grupos de peces no retados
(PnR) y los retados (PR), y la respuesta inmunitaria a diferencia de lo que sucede en las

actividades medidas en suero no fue similar para todas las dietas.

También y de manera general reflejar que la respuesta del sistema inmunitario ha
sido mucho més compleja que la que se ha producido en el suero si atendemos a los
resultados de las actividades enzimaticas del moco de la piel (donde las principales
diferencias se producen por motivo del reto, y no por las dietas), y se produce una respuesta

plana al factor dieta.

Quizas mediada por la gran diferencia que existe entre los perfiles de proteina y
carbohidratos de las dietas, o por los niveles sub-6ptimos de alimentacion de todas las dietas
tanto en cantidad, como en quizéas calidad. Es interesante analizar detenidamente estos
resultados teniendo en cuenta que quizas que la respuesta inmunitaria del moco de la piel
este mas mediado por la dieta, que si lo comparamos con la repuesta observada en el suero

menos mediado por las diferentes dietas.
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c.1.2.a) Actividad peroxidasa del moco de la piel

En la Figura 26 se muestran los niveles de peroxidasa del moco de la piel después
de un periodo de alimentacion de 62 dias y para los diferentes tratamientos (dietas y reto),
Existen diferencias significativas entre todos los factores, en primer lugar, entre los peces PI
y PnR, y entre las dietas. Los niveles de actividad enzimatica del moco de la piel de los peces
alimentados con las dietas B, C y D después del reto presentan un marcado ascenso. Mientras
que no sucede lo mismo en los niveles de los peces alimentados con la dieta A, bajos antes
(dieta A) y después del reto (dieta A Reto) aunque si existen diferencias que se representan
con *, antes y después del reto. La cual mantiene los niveles previos al reto (letra a). Mientras

que la respuesta de los peces alimentados con las dietas B, C, y D después del reto es similar

(letra b).

Peroxidasa (%)
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Figura 26. Niveles totales de peroxidasa en moco de la piel después de un periodo de alimentacion
de 62 dias para los diferentes tratamientos para los peces no retados (PnR) (Dietas A; B; C; D), y
los peces retados (PR) (Dietas Reto A; B; C; D) con T. soleae. Los datos representan el promedio +
el error estandar. (n=10). Diferentes letras denotan diferencias significativas para el tratamiento
dieta; * denota diferencias significativas entre PnR y Pl (dieta e reto); los corchetes con * denotan
diferencias significativas para el reto. (P <0,05).
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c.1.2.b) Actividad proteasa del moco de la piel

En la Figura 27 se muestran los niveles de proteasa del moco de la piel después de
un periodo de alimentacién de 62 dias y para los diferentes tratamientos (dietas y reto),
Existen diferencias significativas entre todos los factores, en primer lugar, entre los peces PI

y PnR, y entre los peces alimentados con las diferentes dietas.

Siendo una respuesta compleja la que se ha producido. En primer lugar, los niveles
de actividad enzimatica del moco de la piel difieren entre los PI y los PnR, mostrando
produce un marcado descenso de la actividad enzimatica después del reto. En segundo lugar,
resaltar que los peces alimentados con las dietas A y D antes del reto mostraban niveles de
actividad superiores (letra a), frente a los alimentados con la dieta C (letra b) y los peces
alimentados con la dieta B (letra bc). Ya que la actividad de los peces alimentados con dieta
B no difieren de los peces alimentados con las dietas A, B y C (Reto) (letra ¢d) después del
reto. Y si con niveles de actividad enzimatica de los peces alimentados con la dieta D post
reto (letra d). El comportamiento de la actividad enzimatica antes y después del reto difiere
entre los peces alimentados con las diferentes dietas, asi A y D presentan un mayor nivel de
actividad (denotado con *) frente a B y D (**) y post reto donde los peces alimentados con
la dieta A mantienen un mejor nivel (*), los alimentado con las dietas B y C (**) y por tltimo
los peces alimentados con la dieta D (***) también presentan diferencias significativas con

los anteriores.

Estos peces alimentados con la dieta D son los que muestran un mayor descenso en
general de los valores de la actividad enzimatica entre antes y después del reto. Actividad
que era superior antes del reto y que decrece considerablemente hasta ofrecer la peor

respuesta.
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Figura 27. Niveles totales de proteasa en moco de la piel después de un periodo de alimentacion
de 62 dias para los diferentes tratamientos para los peces no retados (PnR) (Dietas A; B; C; D), y
los peces retados (PR) (Dietas Reto A; B; C; D) con T. soleae. Los datos representan el promedio +
el error estandar. (n=10). Diferentes letras denotan diferencias significativas para el tratamiento
dieta; * denota diferencias significativas entre PnR y PI (dieta e reto); los corchetes con * denotan
diferencias significativas para el reto. (P <0,05).
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c.1.2.c) Actividad antiproteasa del moco de la piel

En la Figura 28 se muestran los niveles de antiproteasa del moco de la piel después
de un periodo de alimentacion de 62 dias y para los diferentes tratamientos (dietas y reto),
Tan solo existen diferencias significativas entre los peces retados y los no retados ya que
estos ultimos en general muestran un mayor nivel de actividad enzimatica. No existen

diferencias entre los peces alimentados con las diferentes dietas, ni antes y después del reto.
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Figura 28. Niveles totales de antiproteasa en moco de la piel después de un periodo de
alimentacion de 62 dias para los diferentes tratamientos para los peces no retados (PnR) (Dietas
A; B; C; D), y los peces retados (PR) (Dietas Reto A; B; C; D) con T. soleae. Los datos representan el
promedio + el error estandar. (n=10). Diferentes letras denotan diferencias significativas para el
tratamiento dieta; * denota diferencias significativas entre PnR y Pl (dieta e reto); los corchetes
con * denotan diferencias significativas para el reto. (P <0,05).
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c.1.2.d) Actividad lisozima del moco de la piel

En la Figura 29 se muestran los niveles de lisozima del moco de la piel después de
un periodo de alimentacién de 62 dias y para los diferentes tratamientos (dietas y reto), Al
contrario, con lo que sucede con casi todas las actividades enzimaticas analizadas los niveles
de actividad de la lisozima, aun siendo superiores en los peces retados (frente a los no
retados) no presentan diferencias significativas entre ambas situaciones. Quizas porque los
niveles de lisozima varian poco en general entre un minimo de 5,20 pg/ml y un maximo de
6,75 ng/ml equivalente de actividad HEWL. Por el contrario, la estadistica si refleja
diferencias significativas (P < 0,05) entre los peces alimentados con las diferentes dietas
(letras: a, ab, abc, d y abde). Por lo que los peces de las dietas A, B, C y D y D Reto ofrecen
resultados similares (letra a). Los peces de las dietas A, B, C, y D después del reto también
ofrecen resultados similares (letra d). Y los peces de las dietas B y D (antes y después del reto)
ofrecen resultados similares (letra b). Mientras que los peces de la dieta D difieren entre si,
antes y después del reto (letras C y €). Antes y después del reto las diferencias significativas
tan solo se muestran entre los peces alimentados con las dietas A (*) que difiere de la dieta D
(**), y después del reto los peces alimentados con las dietas (A Reto y B Reto) también se

diferencian, respectivamente (* y **).
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Figura 29. Niveles totales de lisozima en moco de la piel después de un periodo de alimentacion
de 62 dias para los diferentes tratamientos para los peces no retados (PnR) (Dietas A; B; C; D), y
los peces retados (PR) (Dietas Reto A; B; C; D) con T. soleae. Los datos representan el promedio +
el error estandar. (n=10). Diferentes letras denotan diferencias significativas para el tratamiento
dieta; * denota diferencias significativas entre PnR y Pl (dieta e reto); los corchetes con * denotan
diferencias significativas para el reto. (P <0,05).
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c.1.2.e) Cuantificacion de proteinas en el moco de la piel

En la Figura 30 se muestran los niveles de proteina del moco de la piel después de
un periodo de alimentacion de 62 dias y para los diferentes tratamientos (dietas y reto), En
esta cuantificacion se vuelve a apreciar el patron de las restantes actividades ya que la
cantidad de proteina en moco de la piel aumenta después del reto, aproximadamente de 0,86
mg/mL a 1,36 mg/mL valores promedio entre los niveles altos (PR) y bajos (PnR). Siendo
superiores en los peces retados (frente a los no retados). Salvo para los peces alimentados

con la dieta D que ya mostraban valores muy superiores al resto de dietas antes del reto.
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Figura 30. Niveles totales de proteina en moco de la piel después de un periodo de alimentacion
de 62 dias para los diferentes tratamientos para los peces no retados (PnR) (Dietas A; B; C; D), y
los peces retados (PR) (Dietas Reto A; B; C; D) con T. soleae. Los datos representan el promedio +
el error estandar. (n=10). Diferentes letras denotan diferencias significativas para el tratamiento
dieta; * denota diferencias significativas entre PnR y Pl (dieta e reto); los corchetes con * denotan
diferencias significativas para el reto. (P <0,05).
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c.2) Parametros de la inmunidad celular

En los siguientes apartados se muestran las actividades de la inmunidad humoral que
fueron analizadas en los ejemplares sujetos a experimentacion. En general, en la evaluacion
de la inmunidad celular se repite el patron que ya hemos puesto de manifiesto durante los

apartados anteriores sobre la inmunidad humoral.

Y aunque existen algunas diferencias estadisticas entre los peces alimentados con las
diferentes dietas, el principal patron son las diferencias causadas por el reto. El siguiente
patrén que se repite es una activacion de los niveles de la inmunidad celular con una peor

respuesta de la dieta D Reto, es decir la dieta D después del reto.
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c.2.1 Actividad peroxidasa de los leucocitos de rindon cefalico

Enla Figura 31 se muestra la actividad peroxidasa de los leucocitos de rifion cefalico
después de un periodo de alimentacion de 62 dias y para los diferentes tratamientos (dietas
y reto), En esta cuantificacion se vuelve a apreciar el patron de las restantes actividades ya
que la cantidad de actividad en los PR es mayor, excepto para los peces alimentados con la
dieta D que mantiene los niveles antes del reto (diferencia mostrada con corchetes y *, **),
Respecto a los peces alimentados con las dietas, aun siendo los niveles pre-reto similares
para los peces de la dieta A (letra @) similares a los de la dieta D pre y post reto (letra a), su
respuesta ante la exposicion a la bacteria iguala a los de las dietas B y C (letra ab) que
mantenian niveles algo mas altos, pero sin ser significativos estadisticamente. Asi la
respuesta de los peces de estas dietas después de la exposicion a la bacteria A, By C se
igualan (letra bd). No asi sucede con los peces de la dieta D que antes y después reiteramos
muestran menor actividad peroxidasa significativamente diferente (*) con el resto de las

dietas antes y después del reto.
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Figura 31. Niveles de actividad peroxidasa en leucocitos del rifidn cefélico después de un periodo
de alimentacién de 62 dias para los diferentes tratamientos para los peces no retados (PnR) (Dietas
A; B; C; D), y los peces retados (PR) (Dietas Reto A; B; C; D) con T. soleae. Los datos representan el
promedio * el error estdandar. (n=10). Diferentes letras denotan diferencias significativas para el
tratamiento dieta; * denota diferencias significativas entre PnR y Pl (dieta e reto); los corchetes
con * denotan diferencias significativas para el reto. (P <0,05).
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c.2.2 Explosion respiratoria de los leucocitos de rinon cefalico

En la Figura 32 se muestra la explosion respiratoria de los leucocitos del rifion
cefélico después de un periodo de alimentacion de 62 dias y para los diferentes tratamientos
(dietas y reto), En esta cuantificacion se vuelve a apreciar el patron de las restantes
actividades evaluadas ya que la cantidad de actividad en los PR es mayor. Mayor excepto
para los peces alimentados con la dieta D en los que se produce un descenso respecto a los
niveles antes del reto (diferencia mostrada con corchetes y *, **). Respecto a los peces
alimentados con la Dieta D antes y después de la exposicion a la bacteria los niveles
expresados de explosion respiratoria son similares y se encuentran por debajo del promedio
de los demas grupos (diferencia mostrada con *). En general la respuesta de los peces
alimentados con las dietas A, B y C (letra a) es similar y estadisticamente significativa (P <0,05)
aumentando después de la exposicion a la bacteria 7. so/éae (A Reto, B Reto, C Reto; letra b).
Y como hemos mencionado anteriormente la respuesta de los peces alimentados con la dieta

D es erratica y no se produce después del reto (letra a, para D y D Reto).
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Figura 32. Niveles de explosidn respiratoria en leucocitos del rifidn cefalico después de un periodo
de alimentacion de 62 dias para los diferentes tratamientos para los peces no retados (PnR) (Dietas
A; B; C; D), y los peces retados (PR) (Dietas Reto A; B; C; D) con T. soleae. Los datos representan el
promedio * el error estdandar. (n=10). Diferentes letras denotan diferencias significativas para el
tratamiento dieta; * denota diferencias significativas entre PnR y PI (dieta e reto); los corchetes
con * denotan diferencias significativas para el reto. (P <0,05).
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c.2.3 Actividad fagocitica de los leucocitos de rindn cefalico

La habilidad fagocitica se define como el porcentaje de células de levaduras
marcadas (con FITC) con una o mas bacterias ingeridas dentro de la poblacién celular
fagocitica, mientras que la capacidad fagocitica se define como la intensidad media de
fluorescencia. En la Figura 33 se muestran los valores de la capacidad fagocitica de los
leucocitos de rifidn cefalico, asi como en la Figura 34, los valores de la habilidad fagocitica

de los leucocitos de rifidon cefalico.

La respuesta de ambas actividades es similar, para todos los peces alimentados con
las dietas independientemente de la alimentacidon sub-optima recibida. Asi, se repite el patron
de ascenso post exposicion a la bacteria de la capacidad fagocitica y de la habilidad fagocitica
para los peces alimentados con las dietas A, B, C y D, diferencia significativa (P < 0,05) que se
muestra con corchetes y *, **. La respuesta de los peces alimentados con las dietas resulta
similar o en bloque, no existiendo diferencias entre dietas salvo en la habilidad fagocitica de
los peces alimentados con la dieta C que ya era alta antes del reto Fig. 34 (letra b) para el
nivel de los peces alimentados con las demas dietas (A, B y D). Por lo demas, los niveles de
capacidad fagocitica (Fig. 33) y habilidad (Fig. 34) de los leucocitos de rifién cefalico de los
peces alimentados con las restantes dietas es similar y denota diferencias significativas (P <

0,05) para los peces antes PnR (letra @) y después del reto bacteriano PR (letra b).
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Figura 33. Niveles de capacidad fagocitica en leucocitos del rifidn cefalico después de un periodo
de alimentacidn de 62 dias para los diferentes tratamientos para los peces no retados (PnR) (Dietas
A; B; C; D), y los peces retados (PR) (Dietas Reto A; B; C; D) con T. soleae. Los datos representan el
promedio + el error estandar. (n=10). Diferentes letras denotan diferencias significativas para el
tratamiento dieta; * denota diferencias significativas entre PnR y Pl (dieta e reto); los corchetes
con * denotan diferencias significativas para el reto. (P <0,05).
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Figura 34. Niveles de habilidad fagocitica en leucocitos del rifidn cefdlico después de un periodo
de alimentacién de 62 dias para los diferentes tratamientos para los peces no retados (PnR) (Dietas
A; B; C; D), y los peces retados (PR) (Dietas Reto A; B; C; D) con T. soleae. Los datos representan el
promedio * el error estdandar. (n=10). Diferentes letras denotan diferencias significativas para el
tratamiento dieta; * denota diferencias significativas entre PnR y Pl (dieta e reto); los corchetes
con * denotan diferencias significativas para el reto. (P <0,05).
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d) Analisis de la expresion génica

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos para los diferentes genes
analizados, primero se muestran los resultados de los analisis obtenidos en intestino y piel.
Los genes del sistema inmunitario analizados fueron los siguientes: ¢3, cox-2, hamp, igt, il-

18, lyz, ter-B, tnfa, p-def.

Del mismo modo que la inmunidad humoral y la inmunidad celular, la expresion génica
de los genes del sistema inmunitario analizados muestra un claro patrén ascendente post reto
independientemente del factor dieta, y de reiteramos sus deficiencias nutricionales en cantidad

y calidad.

En el caso de los resultados sobre intestino, los valores de los genes (¢0x-2 y tcr-3)
de los peces alimentados con la dieta D presenta alguna regulacion a la baja frente a la dieta
B. O de una regulacion a la baja en el caso del gen /amp de los peces alimentados con las
dietas A, C y D frente a los peces alimentados con la dieta B. O, en el caso del gen c3 de una
regulacion a la baja de los peces alimentados con la dieta C frente a las dietas industriales

(AyB).

En el caso de la expresion génica en la piel la tendencia es clara y muestra una
regulacion a la baja para los valores de los genes de los peces alimentados con todas las
dietas (B, C y D) frente a los peces alimentados con la dieta A, dieta que produce una mejor
respuesta inmunitaria. Siempre teniendo en cuenta que todos los resultados son regulados de

manera creciente por el factor reto o exposicion al patdgeno.

Asi en los apartados siguientes, d.1 y d.2 Figuras 35 y 36 se muestran los datos

analizados para la expresion génica intestino y piel.
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d.1 Analisis de la expresion génica en intestino
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d.2 Analisis de la expresion génica en piel
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IV.4 Discusion

El reto de asegurar una ingesta adecuada en cantidad de unas dietas en principio
formuladas adecuadamente para la especie, y que deberian aportar tanto los nutrientes como la
energia necesaria para que se produzca el crecimiento esperado (Goddard, 1996) recae en parte
sobre la labor diaria y de manejo de la granja, pero la evaluacion de ese desequilibrio puede
realizarse desde la inmunologia, la nutricién y la economia, puesto que en definitiva la mala
distribucion del alimento, su uso, y su contraparte desperdicio suponen una merma en la
eficiencia de la rentabilidad de las empresas (Llorente, 2013; Llorente et al., 2020; Llorente &

Luna, 2016).

De los resultados obtenidos en el experimento debemos diferenciar por su naturaleza
en dos partes. La primera parte o relativa a la inmunidad humoral y celular, y una segunda

relativa a la expresion génica.

Respecto de la inmunidad humoral y celular quizds la respuesta de los peces
alimentados con la dieta C haya sido la mejor frente a la tenacibaculosis, y en general, todas
las dietas permiten a los peces responder con éxito ante el reto bacteriano por 7. $0/6a aun
habiéndose suministrado a los peces de manera deficiente (simulando una condicién habitual
en la crianza en el que no todos los ejemplares acceden a la alimentacion en las mismas

cantidades).

Como hemos comentado durante la presentacion de los resultados el factor dieta no
influye de la misma medida que la exposicion a la bacteria patogena I so/eae. Y las
diferencias debidas al factor dieta en casi todas las actividades enzimadticas analizadas son
escasas —tanto en el suero como en el moco de la piel—y la respuesta inmunitaria de los
peces en general ha sido buena y tendente a proteger del reto. Aun siendo tan diferentes las
dietas en el origen y composicion de sus materias primas, grado de humedad y sobre todo
entre la dieta A industrial y las dietas C y D fabricadas en el laboratorio. Siendo la mayor
diferencia entre la composicion de estas dietas la sustitucion del ELN (alto en A) por
humedad en las dietas C y D. Lo que implica también un aporte energético diferente y mucho

mas bajo en las dietas C y D.

Salvo la peroxidasa en suero, y la proteasa en moco de la piel que descienden sus

niveles post reto, el resto de niveles de la actividad enzimatica aumenta. Estas actividades se
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comportan justo de manera contraria a lo que sucede con la peroxidasa en moco de la piel y

la proteasa en suero, en el que los niveles de actividad aumentan.

Asi la exposicion de los peces a la bacteria 7. S0/6a¢ hace que estos presenten unos
mayores niveles de actividad enzimatica (en suero y en moco de la piel), como en general
también para los pardmetros de la inmunidad celular —y en cierto modo era esperable—.
Asi la actividad peroxidasa, explosion respiratoria y actividad fagocitica (tanto capacidad
como habilidad) de los leucocitos de rifion cefalico muestran estos resultados ascendentes
de manera similar a las anteriores actividades de la inmunidad humoral analizadas —salvo
reiteramos para la peroxidasa en suero y la proteasa en moco de la piel que descienden
después del reto—. Actividades que tienen la tendencia justo contraria en su contraparte del
moco de la piel, y el suero, asi la peroxidasa del moco muestra unos valores mucho mas
elevados después del reto, y la proteasa en suero también muestra esos valores muchos mas

elevados.

Respecto a los andlisis de la expresion génica podemos concluir que la expresion
de la mayoria de los genes evaluados en la piel aumenta con la dieta A, y de manera
interesante no hay diferencias entre las dietas B, C y D que tienen un contenido proteico y
unos niveles de grasas diferentes (tanto en calidad como en cantidad). Recordemos un A, un
33 %, B un 56 % para las dietas industriales de Skretting, y un 28,6 % para las ultimas dos
dietas C y D producidas para el experimento. Asi, parece que de alglin modo las dietas A, C
y D consiguen aportar los requerimientos esenciales para las células del sistema inmunitario,

aun teniendo contenidos muy diferentes en MN y mN.

Mientras que por un lado la dieta B —industrial— si se considera Optima para las
condiciones experimentales, por otro lado, los tratamientos o dietas A, C y D son deficitarias
en MN y mN para i) la especie; ii) la talla; y ii1) las temperaturas experimentales. Asi, todas
las dietas se administraron de manera deficiente (1,5 % sobre la biomasa frente al 3,4 % -
5,5 % recomendado por el fabricante). Aun bajo un régimen de alimentacion teéricamente
deficitario para los animales, y por debajo del 50 % de lo recomendado seglin «tablas» en
cantidad y calidad, todos los animales independientemente del tratamiento han sido capaces
de mostrar una respuesta al alza tanto de las actividades analizadas de la inmunidad humoral
como de la inmunidad celular. Excepto las actividades peroxidasa en suero y proteasa en

moco que muestran un patron decreciente post exposicion al patdgeno.
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El mayor aumento de la expresion de los genes del sistema inmunitario en la piel y
el intestino por parte de los peces alimentados con la dieta A, puede deberse al contenido en
carbohidratos de diferentes fuentes, lo cual es dificil de precisar solo con este estudio. Lo
cual podria estar en linea con gran parte de las investigaciones del Grupo de Investigacion
en el que se ha desarrollado el trabajo, y segun las cuales el uso de determinados extractos
de plantas, semillas y/o subproductos de la industria agricola podrian significativamente
mejorar la proteccion e inmunidad de los peces al serles suministrados con la dieta (Angeles
Esteban, 2012; Garcia Beltran et al., 2017; Guardiola et al., 2016, 2018; Hoseinifar et al.,
2015; Mansour et al., 2018). Para obtener mayores conclusiones sobre ese incremento se

deberia caracterizar ain mejor la composicion de la dieta A.

Del mismo modo la respuesta satisfactoria de las dietas C y D esta relacionada con
la inclusion de levaduras y sus componentes a través de la alimentacion, principalmente los
B-glucanos de la pared celular de estas y que de manera satisfactoria se han ensayado con
anterioridad por este mismo Grupo de Investigacion (de Mattos et al., 2019; Ortuiio et al.,
2002; Reyes-Becerril et al., 2008, 2017; Rodriguez et al., 2003), o se han ensayado con
diferente éxito en la alimentacion desde larvas (Coutteau et al., 1990) hasta peces en la fase
de engorde (Castro et al., 2013; Oliva-Teles & Gongalves, 2001). Situacion que puede variar
al exceder de un determinado porcentaje de inclusién de levaduras como reemplazo del
«estandar de oro» de las dietas para acuicultura que no olvidemos es la harina de pescado de
alta calidad y que suele ir también complementada con altos niveles de energia provenientes
de otras grasas, y acidos grasos de alta calidad producto de la reduccion de pesquerias y
aportados en parte por estas harinas, y en parte por los aceites de pescado. Sin embargo, las
dieta C y D en principio solo contienen subproductos de la pesca frente a una calidad
indeterminada de la dieta de Skreeting, y no estd de mas recordar la gran variabilidad de este
tipo de materias primas que pueden variar hasta en un 20-25 % su nivel de proteina (Aksnes
et al., 1997). O que puede ser suplementada con otras harinas también de pesquerias o
hidrolizados del mismo origen, como el calamar o el krill (Hansen et al., 2011; Olsen et al.,

2006; Storebakken, 1988; Torrecillas et al., 2021; Wei et al., 2019).

Quizas la respuesta de la dieta C haya sido la mejor frente a la tenacibaculosis,
aunque resulta dificil de precisar, y aunque la respuesta inmunitaria de todas las dietas en
general ha sido buena y tendente a proteger del reto, esta dieta recordemos es mucho menos

densa en recursos MN y mN, y aun asi no ha habido diferencias en el aprovechamiento del
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alimento ni el crecimiento. Por lo que con menos «alimento» la respuesta inmunitaria ha

sido similar.

Estos resultados llevan a preguntarnos si las actuales dietas industriales pueden estar
subestimadas/sobreestimadas y aportan un exceso de macro nutrientes que no tiene por qué
ser beneficioso para la salud de los peces. No se puede ocultar nuestra intencion al reducir
tanto las tasas de alimentacion y la calidad del alimento de demostrar que a estos niveles
sub-optimos se les iba a imposibilitar a los animales mostrar una respuesta inmunitaria
adecuada. Mientras que los resultados nos confirman lo contrario, y esta respuesta

inmunitaria se produce, y la dieta, calidad y cantidad no influye en la medida que se esperaba.

Cabe también preguntarse como funcionarian estas dietas frente a la inflamacion
(Campos-Sanchez et al., 2021; Campos-Sanchez & Esteban, 2021), o las heridas (Ceballos-
Francisco et al., 2018, 2020; Chen, Ceballos-Francisco, Guardiola, & Esteban, 2020; Chen,
Ceballos-Francisco, Guardiola, Huang, et al., 2020).

Lo cierto es que estos resultados abren un prometedor futuro a las dietas basadas en
levaduras de desecho, ya que tanto por su coste, como por sus cualidades pueden suplir las
necesidades nutricionales e inmunitarias de los peces suponiendo una alternativa factible a

las harinas de pescado.
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griego cheilos ‘labio’, el superior muy desarrollado (Barriuso, 1986)
Salina N2 S? de los Desamparados (Puerto Real) 2004 (Foto: A. M. Arias)
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V.1 Resumeny objetivos

Este experimento es parte de los realizados durante la ejecucién del Proyecto
MugilDiet, Convocatoria Pleamar, FEMP (2017/2424). El objetivo principal del
mencionado proyecto era el disefio de dietas adecuadas para mugilidos con una sustitucion
de la harina de pescado por subproductos del sector alimentario, asi como su validacion
desde el punto de vista nutricional, inmunoldgico y respecto los parametros Optimos de

manejo y cultivo de estas especies.

El desarrollo del Proyecto MugilDiet, se realizo en las instalaciones de Animalario
de la Universidad de Murcia, en las del Centro Integrado Publico de Formacion Profesional
Maritimo Zaporito (CIPFP Maritimo Zaporito) (San Fernando, Cadiz), y en las instalaciones
de los Servicios Centrales de Investigacion de Cultivos Marinos de la Universidad de Cadiz
(Puerto Real, Cadiz). En concreto este estudio se realizd en las instalaciones de la

Universidad de Murcia.

El objetivo principal fue evaluar la capacidad de ejemplares de liseta (C. /abrosus)
para asimilar dietas de bajo contenido energético y proteico (formuladas con levaduras de
desecho de la industria cervecera como principal fuente de proteina), asi como su respuesta
inmune al someterlos a regimenes alimentarios deficitarios e inferiores a los tradicionales
(tanto en MN , mN, energia y cantidad —tasa diaria de alimento—) en comparacion con los
utilizados para otras especies cultivadas por ejemplo como el salmon, la dorada, la lubina,

la corvina o la anguila.

Durante la realizacion de este trabajo se utilizaron diferentes dietas, tanto comerciales
como fabricadas para el experimento, y con diferentes perfiles y niveles de nutrientes (V/de

infra apartado siguiente).

La evaluacion se realizd de manera similar a los anteriores experimentos mediante el

estudio de los parametros clasicos de crecimiento y del estado del sistema inmunitario.

Como objetivos secundarios se establecid incrementar el conocimiento en los
ingredientes utilizados —principalmente de las levaduras de desecho—, asi como del resto

de las materias primas incluidas en las dietas fabricadas en el Proyecto MugilDiet.
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V.2 Materiales y métodos

De manera resumida se recogen los materiales y métodos particulares del

experimento realizado.

V.2.1 Peces

Cuarenta y ocho ejemplares de liseta (Chelon labrosus) de peso inicial 44,23 +2,68 g
(n=48) se obtuvieron del CIFP Maritimo Zaporito (San Fernando, Céadiz). Los peces fueron
aleatoriamente distribuidos en nueve tanques iguales y aclimatados por un mes antes de
comenzar el experimento, durante este periodo fueron alimentados con una dieta comercial
para tilapia (Ti3, Skreeting, Burgos, Espafia). Durante el experimento se evaluaron tres

dietas, y los grupos se establecieron por triplicado, el nimero de peces por tratamiento fue

de 16 (n=16).
V.2.2 Dietas

Durante el experimento se utilizaron tres dietas experimentales: Dieta A: Ti3
formulada para tilapia como dieta industrial (Skretting, Burgos, Espana); Dieta B: Biothesan
40 y Dieta C: Biothesan 70, como dietas especificamente formuladas para mugilidos
(Biothesan, Granada, Espaiia). Para informacion adicional sobre dichas dietas vide supra el

capitulo II, Materiales y métodos.

Las dietas se seleccionaron por diferentes motivos: Dieta A: bajo contenido en
proteina (33,00 %) y grasas (6,5 %) y por ser de fabricacion industrial; y las Dietas B y C
por su bajo contenido en proteina (28,6 %) y grasa (9,5 % y 8,9 %) brutas. Las dietas By C
se formularon y fabricaron de manera que su contenido nutricional fuera isoproteico e
isolipidico e isoenergético, con ligeras modificaciones en su composicion (porcentaje de

inclusion de harinas de pescado (25 % y 20 %) y de levaduras de desecho (55 % y 62,5 %).

La principal fuente de proteina de las dietas utilizadas es diferente, la Dieta A
contenia un alto porcentaje de materias primas vegetales, trigo (32,6 %), harina de soja (30
%) y gluten de maiz (18%), y la harina de pescado (de calidad indeterminada) tan solo
aportaba un 4,4 % del total de la dieta (% sobre peso hiumedo). También contenia un

porcentaje de harina de subproductos avicolas (11,4 %). Mientras que las dietas B 'y C
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contenian un 20 y 25 % respectivamente de harina de pescado proveniente de desechos de
conserveras y procesado de pesquerias, con un contenido en proteina bruta de un 56 % - 58 %.
Porcentaje relativamente bajo frente a otros tipos de harina de pescado provenientes de la
reduccion de pesquerias que suelen oscilar entre el 65 % y el 72 %. La principal fuente de
proteina de estas dietas son las levaduras de desecho, dieta B (55 %) y dieta C (62,5 %) —

sobre peso humedo—.

La cantidad de aceite de pescado también es variable en las dietas evaluadas, la dieta A
no contiene ningun tipo de aceite de pescado (salvo el residual 10 % - 12 % de la harina de
pescado) y como la inclusion de harina de pescado es de un 4,4 % como mucho el aporte de
grasas de origen marino oscilara entre 4,4 y 5,8 g/kg de pienso. Como unica fuente directa
de lipidos incluye aceite vegetal (2,1 % de aceite de colza). El resto de las materias primas
también pueden aportar un pequeiio porcentaje de grasas, pero esa informacion no esta
disponible —y tampoco es relevante, dado el bajo contenido en grasas de la dieta A—. Las
dietas B y C fueron formuladas con una inclusion de un 6,5 % de aceites de pescado, dicho
aceite de pescado es de relativa baja calidad, y su origen es al igual que la harina de pescado

de los desechos del procesado de la pesca por la industria conservera.

El perfil de acidos grasos detallado de estas dietas y la composicion detallada se
recoge Vide Supra en el Capitulo II, Materiales y métodos. En la Tabla 10 resumimos los

principales componentes de su analisis.

Tabla 10: Composicion en acidos grasos resumida

B40 B70 Ti3
Total saturados 28,24 27,69 27,18
Total monoinsaturados 39,17 39,44 38,35
Total n-6 PUFA 10,45 10,55 25,26
20:5n-3 (EPA) 4,34 4,40 2,34
22:6n-3 (DHA) 13,72 13,92 2,01
Total n-3 PUFA 22,41 22,69 9,22
Total PUFA 32,86 33,24 34,47
n-3/n-6 2,14 2,15 0,37

148



Andlisis bioeconédmico de la valorizacién de subproductos de la industria cervecera
en dietas funcionales para una acuicultura sostenible

En definitiva, aun siendo dietas tan diferentes en composicion, podemos considerar
que la variacion en PB es minima, al igual que la variacion en GB, y la mayor diferencia esta
en el aporte de energia bruta por parte del ELN, y en el origen terrestre o marino de lipidos

y grasas.

Las dietas B y C no contienen ningun tipo de materias primas vegetales terrestres,
reiterando el motivo de evitar cualquier factor antinutricional (ANF). Ni de proteinas de
animales terrestres procesados — habitualmente identificados por sus siglas en inglés como
“Land animal products” (LAP) o “Processed animal proteins” (PAPs)— que suelen tener
baja cantidad de proteina y una grasa residual (aproximadamente entre un 10 — 12 %) que

no se considerod interesante incluir en la formulacion de las dietas.

V.2.3 Diseno experimental

Los peces fueron estabulados durante 60 dias (de los que solo fueron alimentados 52).
La tasa de alimentacion fue de un 1,5 % de la biomasa inicial total de cada tanque. Esta tasa
de alimentacién se puede considerar deficitaria incluso para peces omnivoros y de bajos
requerimientos nutricionales como los mugilidos (Odum, 1968). No se realizaron muestreos
de peso intermedio, ni correccion de la tasa de alimentacion entre el muestro de peso inicial

y final.

Después de ese periodo los peces se anestesiaron y se muestrearon aleatoriamente

seis ejemplares por tanque, y tratamiento (n=16).

Se tomaron muestras de tejidos, sangre y moco, asi como de rifién cefélico. Las
muestras de suero y moco fueron congeladas en nitrégeno liquido y almacenadas a - 80° C
para su posterior tratamiento. Las muestras de rifion cefalico fueron procesadas y analizadas
a la finalizacion del muestreo en el Servicio Universitario de Instrumentacion Cientifica de
la Universidad de Murcia para obtener los datos relativos a la inmunidad celular. El resto de
muestras fueron analizadas en dias posteriores para obtener los resultados de las actividades
humorales siguiendo los métodos descritos con anterioridad en esta seccion de la tesis. Vide

supra Capitulo I, Materiales y métodos.
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V.2.4 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos han sido representados en las graficas y tablas
correspondientes como la media + el error estindar (SEM) para cada pardmetro medido. Los
datos fueron analizados con el programa estadistico SPSS 19.0. Para calcular la normalidad
de los datos previamente se realizo la prueba Shapiro-Wilk y la homogeneidad de la varianza
fue verificada usando la prueba de Levene. Para comparar las medias entre muestras se
realiz6 la prueba T de Student, y para los no normales, se realiz6 la prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis (dichos datos se transformaron previamente). Las diferencias
significativas entre grupos o dietas se analizaron mediante Anova factorial (cuando el
nimero de grupos o dietas lo permitia), o alternativamente se realiz6 la prueba T de Student.
Las pruebas Anova conllevaron un analisis post-hoc de Tukey o Games-Howell.
Principalmente estas son las pruebas estadisticas realizadas para determinar las diferencias
significativas entre ellas, considerando las diferencias estadisticamente significativas al 95%
de nivel de confianza (p < 0,05) en todos los casos. Todas las medias se han realizado por

triplicado.
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V.3 Resultados

Del crecimiento de los peces y de los resultados de las diferentes técnicas analiticas
realizadas sobre las muestras biologicas debidamente conservadas se recogen aquellas que
se consideran mas interesantes en funcion de los resultados obtenidos y los objetivos del
experimento. Los métodos relativos a dichas técnicas reiteramos que se recogen en el

capitulo I Materiales y métodos, Vvide supra.
a) Comportamiento, canibalismo y mortalidad

No se produjo ninguna mortalidad en los ejemplares sometidos a experimentacion.
Tampoco se produjeron episodios de canibalismo (inusuales en esta especie) aun siendo las
tasas de alimentacion deficitarias. Nunca se apreciaron visualmente heridas, erosiones de

aletas, descamaciones, etc. producidas por episodios de agresividad.

Desde el punto de vista de esta investigacion junto con el resto de experimentos
realizados y resultados presentados en los capitulos anteriores, resulta interesante resaltar
que aun siendo la alimentacidén suministrada teéricamente deficiente en cantidad y calidad
de las dietas MN y mN no se han producido este tipo de episodios. Ni anteriormente en los
ejemplares de dorada (S. daurata) con los que era previsible que ocurrieran este tipo de
comportamientos, ni para los ejemplares de liseta (C. /abrosus) en los que no se esperaba

que sucediera.

En el caso de la dorada se puede considerar que las dietas consiguieron saciar a los
animales, y aunque pudiera deberse a otros motivos, la l6gica y aplicar el principio de parsimonia
nos hace pensar que esta es la explicacion mas probable. Con los ejemplares de lubina o de
dorada aun alimentandolos ad /ibitum es normal que existan ejemplares que presenten heridas
por agresiones, o que hayan sido comido por partes por sus congéneres —y sobre todo para las
tallas utilizadas en esta investigacion—. Episodios que suceden habitualmente en condiciones
de estabulacion en las mismas instalaciones Figura 35 A) y B). Donde se muestran una dorada
y una lubina respectivamente depredadas por sus congéneres. Y los ataques suelen tener lugar
primero en las partes blandas, ojos, abdomen o aletas, para finalizar comiéndose el mtsculo. Ya
que en primer lugar estos ataques buscan imposibilitar a la presa que escape (cuando tienen

igual tamafio y no pueden se ingeridas enteras).
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Figura 4. Ejemplares de A) dorada (S. aurata) y B) de lubina (Dicentrarchus labrax) depredados por
sus congéneres de igual talla. Fotografia Luciano Vilchez-Gomez realizada en las instalaciones del
Animalario de la Universidad de Murcia (2018).

En el caso de los mugilidos y en concreto del C. /abrosusno se puede considerar que las
dietas consiguieron saciar a los animales, por la ausencia de estos comportamientos, ya que
independientemente de si estan siendo alimentados o no, la especie no presenta pautas de
agresividad entre congéneres, ni canibalismo. Al menos, no ha sucedido en nuestra utilizacion

de la especie durante los experimentos, ni durante la estabulacion.
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b) Crecimiento

A partir de los datos obtenidos durante los muestreos biométricos los dias 0, y 60 de
peso (P), (g £ 0,01) y la racion diaria proporcionada a cada grupo experimental se pudieron
calcular los parametros relativos al crecimiento de los sujetos experimentales y el
aprovechamiento de la alimentacion proporcionada (Tabla 2). No existiendo diferencias

entre los diferentes tratamientos y grupos experimentales.

Tabla 11: indices de crecimiento y aprovechamiento del alimento durante el periodo experimental

Dieta (denom. Comercial]  ICA ICAC % crecimiento* [P** TEP FE TCE

Dieta A (Ti3) 1,75+0,25 1,75 63,15 197,71 1,78+0,22  0,58+0,07 0,79+0,20
Dieta B (B40) 1,59+0,34 0,99 58,63 201,79 2,08+0,27 0,62+0,07 0,81+0,19
Dieta C (B70) 1,72+0,42 1,07 85,47 190,12 2,45+0,74 0,70+0,21 0,92+ 0,39

Crecimiento e indices de crecimiento de los tratamientos Dieta A, B, Cy D,. Valores promedio + error estandar de la media.
No hay diferencias significativas entre los parametros analizados (P < 0,05)

* % de crecimiento desde la talla inicial, no evaluado estadisticamente ** Ingesta de proteina

ICA= indice de conversion del alimento, TEP= Tasa de eficiencia de la proteina

ICAC: indice de conversién del alimento corregido en humedad

ICAC: [ICA*(100 -% humedad dieta)]/(100 -8) Considerando una humedad inicial en la dietas Ade un 8%y en By C de 43 %
TCE= Tasa de crecimiento especifio (En ingles SGR o specific growth rate)

Es interesante comprobar en los datos la mejor utilizacion por parte de los peces de
las dietas himedas B y C siendo mejores los datos de conversion del alimento ICA y ICAC,
y muy similares el resto de datos tanto de eficiencia de la proteina como de eficiencia en
general del alimento. De igual modo sucede con la tasa de crecimiento especifico (TCE),
que es similar, aun teniendo la dieta A mucha mas energia bruta que las dietas B y C. Aunque

el crecimiento en % desde el inicio del experimento arroja una diferencia considerable para

los peces alimentados con la dieta C que contiene mas levaduras.
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c) Parametros inmunitarios

En los siguientes apartados se muestran los resultados de las actividades evaluadas
de la inmunidad humoral y celular que fueron analizadas en los ejemplares sujetos a
experimentacion. Casi todas ellas muestran significaciones estadisticas (P < 0,05), tanto
entre grupos, dietas o entre los grupos de peces que fueron infectados con 7. so/gaé al final

del periodo de experimentacion.

En el caso concreto de este experimento el andlisis estadistico se realizo entre las
diferentes dietas (o grupos). Siendo minimas las diferencias entre estas dietas que arrojan

resultados estadisticamente significativos (P < 0,05).
c.1 Parametros de la inmunidad humoral

En los siguientes apartados se muestran las actividades de la inmunidad humoral que

fueron analizadas en los ejemplares sujetos a experimentacion.
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c.1) Actividad enzimatica del suero

c.1.1.a) Actividad peroxidasa del suero

En la Figura 36 se muestran los niveles de peroxidasa del suero después de un
periodo de alimentacion de 60 dias y para los diferentes tratamientos (A, B y C). No existen

ni muestran resultados estadisticamente significativos entre las dietas (P < 0,05).
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Figura 36. Niveles totales de peroxidasa en suero después de un periodo de alimentacion de 60
dias para los diferentes tratamientos (Dieta A; B; C). Los datos representan el promedio + el error
estandar. (n=10). Diferentes letras denotan diferencias significativas para el tratamiento (dieta x
grupo); * denota diferencias significativas entre las dietas (A, B, C). (P <0,05).
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c.1.1.b) Actividad proteasa del suero

En la Figura 37 se muestran los niveles de proteasa del suero después de un periodo
de alimentacion de 60 dias y para los diferentes tratamientos (A, B y C). No existen ni

muestran resultados estadisticamente significativos entre las dietas (P < 0,05).
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Figura 37. Niveles totales de proteasa del suero después de un periodo de alimentacién de 60 dias
para los diferentes tratamientos (Dieta A; B; C). Los datos representan el promedio + el error
estandar. (n=10). Diferentes letras denotan diferencias significativas para el tratamiento (dieta x
grupo); * denota diferencias significativas entre las dietas (A, B, C). (P <0,05).
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c.1.1.c) Antiproteasa del suero

En la Figura 38 se muestran los niveles de antiproteasa del suero después de un
periodo de alimentacion de 60 dias y para los diferentes tratamientos (A, B y C). No existen

ni muestran resultados estadisticamente significativos entre las dietas (P < 0,05).
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Figura 38. Niveles totales de antiproteasa del suero después de un periodo de alimentacién de 60
dias para los diferentes tratamientos (Dieta A; B; C). Los datos representan el promedio * el error
estandar. (n=10). Diferentes letras denotan diferencias significativas para el tratamiento (dieta x
grupo); * denota diferencias significativas entre las dietas (A, B, C). (P <0,05).
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c.1.1.d) Actividad lisozima del suero

Enla Figura 39 se muestran los niveles de lisozima del suero (ug/mL equivalente de
actividad HEWL) después de un periodo de alimentacion de 60 dias y para los diferentes

tratamientos (A, B y C). No existen ni muestran resultados estadisticamente significativos

entre las dietas (P < 0,05).
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Figura 39. Niveles totales de lisozima del suero después de un periodo de alimentacion de 60 dias
para los diferentes tratamientos (Dieta A; B; C). (ug/mL equivalente de actividad HEWL). Los datos
representan el promedio + el error estandar. (n=10). Diferentes letras denotan diferencias

significativas para el tratamiento (dieta x grupo); * denota diferencias significativas entre las dietas
(A, B, C). (P <0,05).
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c.1.2) Actividad enzimatica del moco de la piel

De las actividades enzimadticas analizadas del moco de la piel de los peces, se
analizaron todas las actividades propuestas en el disefio experimental. De manera similar a
como se ha hecho en el resto de experimentos se muestran de manera ordenada. Siendo
minimas las diferencias encontradas entre los diferentes tratamientos (Dietas A, B y C)

estadisticamente significativas (P < 0,05).

c.1.2.a) Actividad peroxidasa del moco de la piel

En la Figura 40 se muestran los niveles de peroxidasa del moco de la piel después
de un periodo de alimentacidén de 60 dias y para los diferentes tratamientos (A, B y C). No

existen ni muestran resultados estadisticamente significativos entre las dietas (P < 0,05).
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Figura 40. Niveles totales de peroxidasa del moco de la piel después de un periodo de alimentacion
de 60 dias para los diferentes tratamientos (Dieta A; B; C). Los datos representan el promedio t el
error estandar. (n=10). Diferentes letras denotan diferencias significativas para el tratamiento
(dieta x grupo); * denota diferencias significativas entre las dietas (A, B, C). (P <0,05).
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c.1.2.b) Actividad proteasa del moco de la piel

En la Figura 41 se muestran los niveles de peroxidasa del moco de la piel después
de un periodo de alimentacién de 60 dias y para los diferentes tratamientos (A, B y C). No

existen ni muestran resultados estadisticamente significativos entre las dietas (P < 0,05).
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Figura 41. Niveles totales de proteasa del moco de la piel después de un periodo de alimentacion
de 60 dias para los diferentes tratamientos (Dieta A; B; C). Los datos representan el promedio t el
error estandar. (n=10). Diferentes letras denotan diferencias significativas para el tratamiento
(dieta x grupo); * denota diferencias significativas entre las dietas (A, B, C). (P <0,05).
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c.1.2.c) Actividad antiproteasa del moco de la piel

En la Figura 42 se muestran los niveles de antiproteasa del moco de la piel después
de un periodo de alimentacién de 60 dias y para los diferentes tratamientos (A, B y C). No

existen ni muestran resultados estadisticamente significativos entre las dietas (P < 0,05).
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Figura 42. Niveles totales de antiproteasa del moco de la piel después de un periodo de
alimentacion de 60 dias para los diferentes tratamientos (Dieta A; B; C). Los datos representan el
promedio * el error estandar. (n=10). Diferentes letras denotan diferencias significativas para el
tratamiento (dieta x grupo); * denota diferencias significativas entre las dietas (A, B, C). (P <0,05).

161



Capitulo V. Evaluacién del crecimiento y de estado inmunitario de la liseta (Chelon labrosus)
alimentada con dietas de bajo contenido energético y proteico

c.1.2.d) Actividad lisozima del moco de la piel

En la Figura 43 se muestran los niveles de lisozima del moco de la piel (ug/mL
equivalente de actividad HEWL) después de un periodo de alimentacion de 60 dias y para
los diferentes tratamientos (A, B y C). No existen ni muestran resultados estadisticamente

significativos entre las dietas (P < 0,05).
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Figura 43. Niveles totales de lisozima del moco de la piel después de un periodo de alimentacion
de 60 dias para los diferentes tratamientos (Dieta A; B; C). (ug/ml equivalente de actividad HEWL).
Los datos representan el promedio * el error estdndar. (n=10). Diferentes letras denotan
diferencias significativas para el tratamiento (dieta x grupo); * denota diferencias significativas
entre las dietas (A, B, C). (P <0,05).

Los niveles de lisozima del moco de la piel (ug/mL equivalente de actividad HEWL) y
del suero de los C. /abrosus son similares en cantidad, aunque algo mas elevados en suero para
las dietas B y C (entre 0,5 y 1 pg/mL equivalente de actividad HEWL) y no presentan en ninglin
caso diferencias significativas. Los valores presentados en el Capitulo 4 para dorada (S. durata)

son muy superiores (entre 5,5 y 6,9 ug/mL equivalente de actividad HEWL)
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c.1.2.e) Cuantificacion de proteinas en el moco de la piel

En la Figura 44 se muestran los niveles de proteina del moco de la piel (mg/mL)
después de un periodo de alimentacion de 60 dias y para los diferentes tratamientos (A, By
C). No existen ni muestran resultados estadisticamente significativos entre las dietas (P <

0,05).
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Figura 44. Niveles totales de proteina en el moco de la piel después de un periodo de alimentacion
de 60 dias para los diferentes tratamientos (Dieta A; B; C). Los datos representan el promedio * el
error estandar. (n=10). Diferentes letras denotan diferencias significativas para el tratamiento
(dieta x grupo); * denota diferencias significativas entre las dietas (A, B, C). (P <0,05).

Los valores presentados en el Capitulo 4 para dorada (S. 4aurata) son algo

superiores (entre 1,2 y 1,4 mg/mL).

En experimentos anteriores para C. /abrosus (Vilchez-Gomez, 2017). Los valores

presentados se encontraban en un rango aproximadamente entre 1,4 y 1,8 mg/mL.
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d) Parametros de la inmunidad celular

En los siguientes apartados se muestran las actividades de la inmunidad celular que
fueron analizadas en los ejemplares sujetos a experimentacion. En general, en la evaluacion
de la inmunidad celular se repite el patron que ya hemos puesto de manifiesto durante los
apartados anteriores sobre la inmunidad humoral. Y no se muestran diferencias significativas
estadisticamente salvo para la habilidad fagocitica, y solo entre las dietas A y B (letra a)
frente a la C (letra b) que tiene un porcentaje mas elevado de habilidad. Esto aun siendo las
dietas A, B y C, tan diferentes en composicion (desde el grado de humedad, hasta el origen
de las materias primas, vegetales y animales para la dieta A, y basadas en levaduras de

desecho en mas de un 60 % para las dietas A y B).

Lamentablemente los datos de la actividad peroxidasa de los leucocitos de rifidon
cefalico y de la explosion respiratoria de los leucocitos de rindn cefalico por un problema
con el almacenamiento de datos fortuito y ajeno a la voluntad de los investigadores no estan

disponibles.

d.1 Actividad fagocitica de los leucocitos de rindn cefalico

La habilidad fagocitica se define como el porcentaje de células de levaduras
marcadas (con FITC) con una o mas bacterias ingeridas dentro de la poblacion celular
fagocitica, mientras que la capacidad fagocitica se define como la intensidad media de
fluorescencia. En la Figura 45 se muestran los valores de la capacidad fagocitica de los
leucocitos de rifion cefalico, asi como en la Figura 46, los valores de la habilidad fagocitica

de los leucocitos de rinodn cefalico.
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Figura 45. Valores de capacidad fagocitica de los leucocitos de rifién cefalico de Chelon labrosus
después de un periodo de alimentaciéon de 60 dias para los diferentes tratamientos (Dieta A; B; C).
Los datos representan el promedio * el error estandar. (n=10). Diferentes letras denotan
diferencias significativas para el tratamiento (dieta x grupo); * denota diferencias significativas
entre las dietas (A, B, C). (P <0,05).
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Figura 46. Valores de habilidad fagocitica en leucocitos de rifién cefdlico de Chelon labrosus
después de un periodo de alimentacidn de 60 dias para los diferentes tratamientos (Dieta A; B; C).
Los datos representan el promedio * el error estandar. (n=10). Diferentes letras denotan
diferencias significativas para el tratamiento (dieta x grupo); * denota diferencias significativas
entre las dietas (A, B, C). (P <0,05).
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V.4 Discusion

Practicamente no existen diferencias entre los diferentes tratamientos y grupos
experimentales, salvo una diferencia positiva a favor de la dieta C en la capacidad fagocitica.
En general estos resultados confirman los obtenidos en el experimento anterior en el que se
alimentaron con estas mismas dietas a ejemplares de dorada (S. qurata). En este caso y
debido a la falta de ejemplares para probar la dieta de alta energia y proteina (Mar Perla L)
se prescindid de ella. Hay que expresar que las tasas de conversion de alimento son mejores
en los mugilidos (con las mismas dietas) que, para la dorada del anterior experimento, pero
aun asi son bastante similares. La tasa de eficiencia proteica y la tasa de crecimiento
especifico también son menores en dorada, pero también estas eran menores de tamaio al
inicio del experimento (12,86 + 0,28 g), frente a los 44,23 + 2,68 g de esta experimentacion,
por lo que el crecimiento (atin a bajas tasas de alimentacion, proteina y energia) se espera que

sea mayor (Holt, 2011).

Respecto a la capacidad de ejemplares de liseta (C. /abrosus) para asimilar dietas de bajo
contenido energético y proteico (formuladas con levaduras de desecho de la industria cervecera
como principal fuente de proteina), asi como su respuesta inmune al someterlos a regimenes
alimentarios deficitarios e inferiores a los tradicionales (tanto en MN, mN, energia y cantidad
—tasa diaria de alimento—) podemos decir que se demuestra la capacidad de la especie para
crecer ain con un régimen de alimentacion deficitario (en tasa de alimentacion) y unas dietas
Optimas para la especie. Y de mantener un estado inmunitario Optimo para hacer frente a la
enfermedad. Poniendo de manifiesto la capacidad descrita anteriormente y no en pocos estudios
de los mugilidos para crecer con dietas bajas en energia (Arias & Drake, 1990; Cardona, 2016;

Cardona Pascual, 1990, 1995; Gisbert et al., 1995; Odum, 1968, 1970).

Al contrario que sucede con la dorada (S. aurata), u otras especies carnivoras que si
presentan comportamientos agresivos y canibalismo cuando no estan saciados, esta ausencia de
agresividad entre los ejemplares de C. /abrosus mantenidos en condiciones experimentales no
puede considerarse una consecuencia de que los animales estuvieran saciados con la dieta. Ya
que no es habitual que existan episodios de canibalismo en las especies de mugilidos salvo en
tallas muy pequefias como sucede con todos los peces, pero después este habito desaparece
(Comunicacion personal J. A. Calderon, Maestro en acuicultura y experto en mugilidos).

Aunque este aspecto se abordara detenidamente en la discusion general.
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V1.1 Resumen y objetivos

Este experimento es parte de los ensayos realizados durante la ejecucion del Proyecto
MugilDiet, Convocatoria Pleamar, FEMP (2017/2424). Del mismo modo que el
experimento anterior, capitulo V. El objetivo principal del mencionado proyecto era el
disefio de dietas adecuadas para mugilidos con una sustitucion de la harina de pescado por
subproductos del sector alimentario, asi como su validacion desde el punto de vista
nutricional, inmunolégico y respecto los parametros 6ptimos de manejo y cultivo de estas

especies.

Este estudio se realizo en las instalaciones del Animalario de la Universidad de
Murcia. El objetivo principal fue evaluar la capacidad de ejemplares de liseta (C. /abrosus)
para asimilar dietas industriales con diferentes porcentajes de energia, proteina y grasas, asi
como su respuesta inmunitaria frente a un patdégeno oportunista como 7. $0/éaé. En este
trabajo se utilizaron dos dietas diferentes industriales con unos perfiles muy diferentes de
MN, mN, energia, o de materias primas. Esta evaluacion de manera similar a los anteriores
experimentos se realizd mediante el estudio de los pardmetros cldsicos de crecimiento y del

estado del sistema inmunitario, y se desarrollé durante 78 dias.

Como objetivo secundario se establecié incrementar el conocimiento sobre los
ejemplares de liseta de un tamaiio relativamente grande, de peso inicial 160,25 + 9,30 g
(n=20), frente a la exposicion al patogeno 7. $0/6a6. Y la respuesta inmunitaria al estar
alimentados con dos dietas de perfiles absolutamente diferentes. Una que podia entenderse
Optima para la especie (Ti3), y otra con unos contenidos de nutrientes y niveles de energia
excesivos disefiada y formulada para especies carnivoras (D4), ambas de Skretting
proveedor de alimento de la maxima garantia a nivel mundial Siendo la dieta D4 de alto
contenido energético y calidad (harina de soja tostada, gluten de maiz, harina de pescado,
aceite de pescado y poco ELN), frente a otra dieta de también un alto contenido energético
pero aportado por el ELN, y de relativa peor calidad (no incluye aceite de pescado y de
harina de pescado solo un 4,4 % respecto de y el resto de materias primas son o vegetales, o

subproductos de animales terrestres (LAP). Vide supra el Capitulo II, Materiales y métodos.
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VI.2 Materiales y métodos

De manera resumida se recogen los materiales y métodos particulares del

experimento realizado.

VI.2.1 Peces

Cuarenta ejemplares de liseta (Chelon labrosus) de peso inicial 160,25 + 9,30 g se
obtuvieron del CPIFP Maritimo Zaporito (San Fernando, Cadiz). Los peces fueron
aleatoriamente distribuidos en nueve tanques iguales y aclimatados por cuatro semanas antes
de comenzar el experimento, durante este periodo fueron alimentados con una dieta
comercial para tilapia (Ti3, Skreeting, Burgos, Espafa). Durante el experimento se evaluaron
dos dietas, por duplicado, en un sistema de recirculaciéon y el numero de peces por

tratamiento fue de 20 (n=20).
VI.2.2 Dietas

Durante el experimento se utilizaron dos dietas experimentales: Dieta: A Ti3 para
Tilapia (Skretting, Burgos, Espafa); y Dieta B: D4 Optibream AE 2P (Skretting, Burgos,
Espaiia). Para informacion adicional sobre dichas dietas vide supra el Capitulo de Materiales

y métodos.

Las dietas se seleccionaron por diferentes motivos: Dieta A: bajo contenido en
proteina (33,00 %) y grasas (6,5 %) y de fabricacion industrial; y la Dietas B por su alto
contenido en proteina y grasa (46,00 % y 19,00 %) y de fabricacién también industrial.
Respecto del ELN la dieta A aproximadamente dobla la cantidad de la dieta B, 45,5 % y
20,4 % respectivamente (calculados por diferencia ELN = 1000 - PB - GB- CB - H).

La principal fuente de proteina de las dietas varia siendo la Dieta A alta en Trigo
(32,6 %) y harina de soja (30 %) y tan solo un 4,4 % de harina de pescado (de calidad
indeterminada), también contiene un porcentaje bajo de harina de subproductos avicolas
LAP (11,4 %) y La dieta B contenia un 15 % de harina de pescado (de calidad
indeterminada), harina de extraccion de soja tostada (27,9 %), gluten de maiz (25 %), siendo

sus principales fuentes de proteina la harina de pescado, la soja y la harina de maiz.
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La cantidad de aceite de pescado también es variable en las dietas evaluadas, la dieta
A no contiene (de un total de un 6,5 % de grasas y aceites) salvo el residual de la harina de
pescado, y como unica fuente adicional de lipidos a los que aportan el resto de las materias
primas incluye un 2,1 % de aceite de colza. La dieta B en su formulacion contiene un 6,6 %

de aceite de pescado y un 6,3 % de aceite de colza.
V1.2.3 Diseno experimental

Los peces fueron estabulados durante 78 dias, de los que solo fueron alimentados 66.
La tasa de alimentacion fue de un 1,5 % de la biomasa inicial total de cada tanque. Esta tasa
es inferior al 3,7 — 4,6 % recomendado por el fabricante para tilapias entre 100 y 200 g
alimentadas con el pienso Ti3. No se realizaron muestreos de peso intermedio, ni correccion

de la tasa de alimentacion entre el muestro de peso inicial y final (n=20).

Después de ese periodo los peces se anestesiaron y se muestrearon aleatoriamente
cinco ejemplares por tanque y tratamiento (n=20). Otros cinco ejemplares aleatoriamente
por tratamiento y tanque fueron retados mediante inyeccion intraperitoneal con
Tenacibaculum soleae (107 ufc/ml) (n=20). Estos peces retados después de 24 horas
expuestos al patogeno fueron anestesiados y muestreados. El procedimiento se realizé de la

misma manera que se describe en el capitulo IV, vide supra.

Se tomaron muestras de tejidos o sangre. entre ellas suero, moco, piel o intestino. Las
cuales fueron congeladas en nitrégeno liquido y almacenadas a -80 °C para su posterior
tratamiento. Las muestras de rifion cefalico fueron analizadas a la finalizacion del muestreo
en el Servicio Universitario de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Murcia. El
resto de muestras congeladas en nitrogeno liquido y almacenadas a -80 °C para su posterior
tratamiento fueron analizadas posteriormente para obtener los resultados de las actividades
celulares y humorales siguiendo los métodos descritos con anterioridad en esta seccion de la

tesis. Vide supra Capitulo 1, Materiales y métodos.
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VI.2.4 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos han sido representados en las graficas y tablas
correspondientes como la media + el error estindar (SEM) para cada pardmetro medido. Los
datos fueron analizados con el programa estadistico SPSS 19.0. Para calcular la normalidad
de los datos previamente se realizo la prueba Shapiro-Wilk y la homogeneidad de la varianza
fue verificada usando la prueba de Levene. Para comparar las medias entre muestras se
realiz6 la prueba T de Student, y para los no normales, se realiz6 la prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis (dichos datos se transformaron previamente). Las diferencias
significativas entre grupos o dietas se analizaron mediante Anova factorial (cuando el
nimero de grupos o dietas lo permitia), o alternativamente se realiz6 la prueba T de Student.
Las pruebas Anova conllevaron un analisis post-hoc de Tukey o Games-Howell.
Principalmente estas son las pruebas estadisticas realizadas para determinar las diferencias
significativas entre ellas, considerando las diferencias estadisticamente significativas al 95%
de nivel de confianza (p < 0,05) en todos los casos. Todas las medias se han realizado por

triplicado.
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V1.3 Resultados

Del crecimiento de los peces y de los resultados de las diferentes técnicas analiticas
realizadas sobre las muestras biologicas debidamente conservadas se recogen aquellas que
se consideran mas interesantes en funcidon de los resultados obtenidos y los objetivos del
experimento. Los métodos relativos a dichas técnicas se recogen en el capitulo I, Materiales

y métodos, vide supra.
a) Comportamiento, canibalismo y mortalidad

No se produjo ninguna mortalidad en los ejemplares sometidos a experimentacion, ni

ningun tipo de agresion, canibalismo, etc. como es habitual que suceda con esta especie.

b) Crecimiento

A partir de los datos obtenidos durante los muestreos biométricos los dias 0, y 78 de
peso (P), (g £ 0,01) y la racién diaria proporcionada a cada grupo experimental se pudieron
calcular los parametros relativos al crecimiento de los sujetos experimentales y el

aprovechamiento de la alimentacion proporcionada (Tabla 12).

Tabla 12: indices de crecimiento y aprovechamiento del alimento durante el periodo experimental

Dieta (denom. Comercial]  ICA ICAC % crecimiento* IP** TEP FE TCE
Dieta A (Ti3) 3,73+1,96 noaplicable 26,07 1368,12 0,80+0,42 0,36+0,19 0,45+0,21
Dieta B (D4 Optibream) 3,79+0,00 noaplicable 33,94 1112,68 0,79+0,00  0,26+0,00 0,35+0,00

Crecimiento e indices de crecimiento de los tratamientos Dieta A, B. Valores promedio + error estandar de la media.

No hay diferencias significativas entre los parametros analizados (P <0,05)

* % de crecimiento desde la talla inicial, no evaluado estadisticamente ** Ingesta de proteina

ICA= indice de conversién del alimento, TEP= Tasa de eficiencia de la proteina

ICAC= indice de conversion de alimento corregido en humedad. En este caso no aplica por tener una humedad estandar del 8%

Estadisticamente no se encontraron diferencias, aunque es de destacar que el Indice
de conversion del alimento (ICA) de uno de los grupos alimentado con la dieta A presenta
un valor de 1,77 ya que uno de los peces del grupo crecié muy por encima de la media. Y si
bien el otro grupo presenta un ICA de 5,69. Lo cual, en el computo de la biomasa total,
alimentacion, etc. y una vez realizadas las medias entre tanques y tratamientos se diluye, lo
cierto es que uno de los grupos no aceptd bien el pienso flotante Ti3, Dieta A, y el otro

tampoco, pero un ejemplar aprovecho la coyuntura para comerse el pienso de los demas.
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Si bien el peso inicial promedio de los peces era de 160,25 £+ 9,30 g, este ejemplar de
208,20 g de peso inicial alcanzo el peso de 545,29 g al final del experimento. Esto supone un
46 % del incremento total del tanque. Por lo cual se tiene la certeza de que este ejemplar se
alimenté muy por encima del resto de congéneres, comportamiento inusual en las especies de
mugilidos ya que se suelen alimentar de manera menos agresiva que otras especies carnivoras,
y tienen menor dispersion de talla al finalizar los ciclos de cultivo. Conclusion que podemos
extraer tanto de nuestra experiencia, como del conocimiento de estas especies por otros
integrantes del consorcio de investigacion del proyecto. Datos de dispersion de los pesos que
se muestran den la Figura 47 mediante un diagrama de puntos del peso inicial frente al peso

final alcanzado, y en el que se marca con un circulo rojo el ejemplar de mayor crecimiento.

Pesos iniciales frente a pesos finales (78 dias) de los
ejemplares de C. labrosus alimentados con las dietas Ay B

600
500 @

T 400
g o
£ 300 °
o o oo ;‘.
o °
¢ 200 o pe
a ™Y [ )
Lo vy €
100 L
0
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00 300,00

Peso inicial (g)

Figura 47. Pesos iniciales frente a los pesos finales de los ejemplares de C. labrosus alimentados
durante 78 dias con las Dietas Ay B.
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c) Parametros inmunitarios

En los siguientes apartados se muestran los resultados de las actividades evaluadas
de la inmunidad humoral y celular que fueron analizadas en los ejemplares sujetos a
experimentacion. Casi todas ellas muestran significaciones estadisticas (P < 0,05), tanto
entre grupos, sobre todo entre los grupos de peces que fueron retados (PR) con 7. so/gag al
final del periodo de experimentacion (Dietas A y B) y los no retados (PnR) (Dietas Reto A
y Reto B).

En el caso concreto de este experimento el andlisis estadistico se realizo entre las
diferentes dietas (o grupos) y entre los PR y los PnR. Reiterando que son minimas las
diferencias entre estas dietas independientemente de la calidad del alimento y origen de las

materias primas que arrojan resultados estadisticamente significativos (P < 0,05).
c.1 Parametros de la inmunidad humoral

En los siguientes apartados se muestran las actividades de la inmunidad humoral que

fueron analizadas en los ejemplares sujetos a experimentacion.

c.1.1 Actividad enzimatica del suero

De manera similar a como se ha hecho en el resto de experimentos. Casi todas ellas
muestran significaciones estadisticas entre los grupos de peces que fueron retados (PR) o no

(PnR) con 7. soleae.

De las actividades enzimaticas analizadas en el suero de los peces, se realizaron todas

las actividades propuestas en el disefio experimental.

En general existen diferencias significativas (P <0,05) entre los grupos de peces no
retados en adelante (PnR) y los retados (en adelante PR), y la respuesta inmunitaria fue
similar para todas las dietas, ya que ninguna dieta mejora o empeora considerablemente el
nivel de actividad enzimatica en general. En cada actividad analizada se muestran las

consideraciones necesarias para entender los datos presentados.
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c.1.1.a) Actividad peroxidasa del suero

En la Figura 48 se muestran los niveles de peroxidasa del suero después de un
periodo de alimentacion de 78 dias y para los diferentes tratamientos (dietas y reto), tan solo
existen diferencias significativas (P < 0,05) entre los niveles de actividad enzimatica entre
los PnR y los PR, y como se muestra en la grafica se produce un ascenso de la actividad
peroxidasa en los PR independientemente de la dieta y del nivel de nutrientes aportados por
estas. Los peces alimentados con la dieta A y B después de la infeccion, aunque no existan
diferencias significativas entre las dietas tienen un similar comportamiento y tanto los
animales de un grupo como de otro son capaces de responder adecuadamente a la exposicion
al patogeno T s0/éag a corto plazo (24 h). Curiosamente en el mismo apartado del capitulo
V en la experimentacion con dorada (S. aurata) se puede comprobar como esta tendencia
después de la infeccion en la actividad de peroxidasa del suero es la contraria y los niveles
de actividad enzimatica descienden. También este nivel en los PnR era mucho mas elevado

(aproximadamente 80 U/mL) y desciende aproximadamente a 50 U/mL.
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Figura 48. Niveles totales de peroxidasa en suero después de un periodo de alimentacién de 78 dias
para los diferentes tratamientos: Peces no infectados (Dieta A y B) y Peces infectados (Dieta A Reto
y Dieta B Reto) a las 24 horas de exposicidn al patégeno T. soleae por inyeccion intraperitoneal. Los
datos representan el promedio + el error estandar. (n=20). Diferentes letras denotan diferencias
significativas para el tratamiento dieta; * denota diferencias significativas entre Pnl y PI (dieta e
infeccion); los corchetes con * denotan diferencias significativas para la infeccidn. (P <0,05).
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c.1.1.b) Actividad proteasa del suero

En la Figura 49 se muestran los niveles de proteasa del suero después de un periodo
de alimentacion de 78 dias y para los diferentes tratamientos (dietas y reto), tan solo existen
diferencias significativas (P < 0,05) entre los niveles de los peces alimentados con la dieta
B después de la exposicion al patdgeno respecto a la dieta A y a la dieta A después (PR).
Aunque los niveles son muy similares antes y después (aproximadamente un 4 % en todas

las dietas).
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Figura 49. Niveles totales de proteasa en suero después de un periodo de alimentacién de 78 dias
para los diferentes tratamientos: Peces no infectados (Dieta A y B) y Peces infectados (Dieta A Reto
y Dieta B Reto) a las 24 horas de exposicidn al patégeno T. soleae por inyeccion intraperitoneal. Los
datos representan el promedio + el error estandar. (n=20). Diferentes letras denotan diferencias
significativas para el tratamiento dieta; * denota diferencias significativas entre Pnl y Pl (dieta e
infeccidn); los corchetes con * denotan diferencias significativas para la infeccion. (P <0,05).
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c.1.1.c) Antiproteasa del suero

En la Figura 50 se muestran los niveles de antiproteasa del suero después de un
periodo de alimentacion de 78 dias y para los diferentes tratamientos (dietas y reto), tan solo
existen diferencias significativas (P < 0,05) entre los niveles de los peces alimentados con la
dieta B después de la exposicion al patdgeno respecto a la dieta A y a la dieta A después
(PR). Aunque los niveles son muy similares antes y después. Misma diferencia que se

mostraba en la Figura X anterior para la proteasa en suero.
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Figura 50. Niveles totales de antiproteasa en suero después de un periodo de alimentacién de 78
dias para los diferentes tratamientos: Peces no infectados (Dieta A y B) y Peces infectados (Dieta A
Reto y Dieta B Reto) a las 24 horas de exposicion al patogeno T. soleae por inyeccion intraperitoneal.
Los datos representan el promedio + el error estandar. (n=20). Diferentes letras denotan diferencias
significativas para el tratamiento dieta; * denota diferencias significativas entre Pnl y Pl (dieta e
infeccion); los corchetes con * denotan diferencias significativas para la infeccion. (P <0,05).

181



Capitulo VI. Evaluacién del crecimiento y de estado inmunitario de la liseta (Chelon labrosus)
alimentada con dietas industriales

c.1.1.d) Actividad lisozima del suero

Enla Figura 51 se muestran los niveles de lisozima del suero (ug/mL equivalente de
actividad HEWL) después de un periodo de alimentacion de 78 dias y para los diferentes
tratamientos (dietas y reto), tan solo existen diferencias significativas (P < 0,05) entre los
niveles de los peces alimentados con la dieta B antes de la exposicion al patogeno respecto
a la dieta A antes y a la dieta A y B después (PR). Los peces alimentados con la dieta B,
justo después de la infeccion son capaces de responder de manera adecuada al patdgeno.
Mientras que los peces de la dieta A mantienen los niveles altos de actividad de la lisozima

previos a la infeccion.
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Figura 51. Niveles totales de lisozima en suero después de un periodo de alimentacion de 78 dias
para los diferentes tratamientos: Peces no infectados (Dieta A y B) y Peces infectados (Dieta A Reto
y Dieta B Reto) a las 24 horas de exposicidn al patégeno T. soleae por inyeccion intraperitoneal. Los
datos representan el promedio + el error estandar. (n=20). Diferentes letras denotan diferencias
significativas para el tratamiento dieta; * denota diferencias significativas entre Pnl y Pl (dieta e
infeccion); los corchetes con * denotan diferencias significativas para la infeccion. (P <0,05).
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c.1.2) Actividad enzimatica del moco de la piel

De las actividades enzimadticas analizadas del moco de la piel de los peces, se
analizaron todas las actividades propuestas en el disefio experimental pero no se detecto la
actividad antiproteasa. De manera similar a como se ha hecho en el resto de experimentos se
muestran de manera ordenada. Siendo pocas las diferencias estadisticamente significativas

(P < 0,05) encontradas entre los niveles de actividad de diferentes tratamientos (Dietas A,

B), y PR o PnR.

c.1.2.a) Actividad peroxidasa del moco de la piel

En la Figura 52 se muestran los niveles de peroxidasa del moco de la piel después
de un periodo de alimentacion de 78 dias y para los diferentes tratamientos (dietas Ay B e
infeccion). La dieta B post infeccion presenta diferencias significativas frente al resto, Ay
B en los PnR y A en los PR (P < 0,05). Estos niveles son bastante mas bajos que los
mostrados en el capitulo IV para la dorada (S. aurata) que después de la exposicion al
patogeno llegan a alcanzar aproximadamente unos 30 U/mL. Los niveles mostrados en esta

Figura 4 son muy similares a los del capitulo V.
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Figura 52. Niveles totales de peroxidasa del moco de la piel después de un periodo de alimentacion
de 78 dias para los diferentes tratamientos: Peces no infectados (Dieta A y B) y Peces infectados
(Dieta A Reto y Dieta B Reto) a las 24 horas de exposicidn al patégeno T. soleae por inyeccion
intraperitoneal. Los datos representan el promedio * el error estandar. (n=20). Diferentes letras
denotan diferencias significativas para el tratamiento dieta; * denota diferencias significativas entre

Pnly PI (dieta e infeccidn); los corchetes con * denotan diferencias significativas para la infeccién. (P
<0.05).
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c.1.2.b) Actividad proteasa del moco de la piel

En la Figura 53 se muestran los niveles de proteasa del moco de la piel después de
un periodo de alimentacion de 78 dias y para los diferentes tratamientos (dietas y reto), No
existen diferencias significativas (P < 0,05) entre los factores analizados, en primer lugar, ni
entre los niveles de actividad de los peces PR y PnR, ni entre los niveles de los peces

alimentados con las diferentes dietas.
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Figura 53. Niveles totales de proteasa del moco de la piel después de un periodo de alimentacion
de 78 dias para los diferentes tratamientos: Peces no infectados (Dieta A y B) y Peces infectados
(Dieta A Reto y Dieta B Reto) a las 24 horas de exposicidn al patégeno T. soleae por inyeccidn
intraperitoneal. Los datos representan el promedio * el error estdndar. (n=20). Diferentes letras
denotan diferencias significativas para el tratamiento dieta; * denota diferencias significativas entre

Pnly PI (dieta e infeccidn); los corchetes con * denotan diferencias significativas para la infeccion. (P
<0.05).
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c.1.2.c) Actividad antiproteasa del moco de la piel

Esta actividad no fue detectada en el moco de la piel, aunque se repiti6 la medida de

la actividad 3 veces.

c.1.2.d) Actividad lisozima del moco de la piel

En la Figura 54 se muestran los niveles de lisozima del moco de la piel (ug/mL
equivalente de actividad HEWL) después de un periodo de alimentacion de 78 dias y para
los diferentes tratamientos (dietas A, B e infeccion). Existen resultados estadisticamente

significativos entre las dietas, y los PR y PnR (P < 0,05).
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Figura 54. Niveles totales de lisozima del moco de la piel después de un periodo de alimentacién de 78
dias para los diferentes tratamientos: Peces no infectados (Dieta Ay B) y Peces infectados (Dieta A Reto
y Dieta B Reto) a las 24 horas de exposicidn al patégeno T. soleae por inyeccién intraperitoneal. Los
datos representan el promedio * el error estandar. (n=20). Diferentes letras denotan diferencias
significativas para el tratamiento dieta; * denota diferencias significativas entre Pnl y Pl (dieta e
infeccion); los corchetes con * denotan diferencias significativas para la infeccién. (P <0,05).
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c.1.2.e) Cuantificacion de proteinas en el moco de la piel

En la Figura 55 se muestran los niveles de proteina del moco de la piel (mg/mL)
después de un periodo de alimentacion de 78 dias y para los diferentes tratamientos (A, B e
infeccion). Siendo los niveles de los peces alimentados con la dieta con mayor proteina (dieta
b) algo mas elevados y estadisticamente significativos (P < 0,05). Estos niveles se podrian
considerar en general normales entre los presentados en los demas capitulos,

aproximadamente entre 0,8 mg/mL a 1,4 mg/mL. En experimentos anteriores para C.
labrosus (Vilchez-Gomez, 2017). Los valores presentados se encontraban en un rango

aproximadamente entre 1,4 y 1,8 mg/mL. Siendo quizas algo superiores los presentados

en el Capitulo IV para dorada (S. aurata) entre 1,2 y 1,4 mg/mL.
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Figura 55. Niveles totales de proteina del moco de la piel después de un periodo de alimentacién de
78 dias para los diferentes tratamientos: Peces no infectados (Dieta A y B) y Peces infectados (Dieta A
Reto y Dieta B Reto) a las 24 horas de exposicion al patégeno T. soleae por inyeccidn intraperitoneal.
Los datos representan el promedio * el error estandar. (n=20). Diferentes letras denotan diferencias
significativas para el tratamiento dieta; * denota diferencias significativas entre Pnl y Pl (dieta e
infeccidn); los corchetes con * denotan diferencias significativas para la infeccion. (P <0,05).
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d) Parametros de la inmunidad celular

En los siguientes apartados se muestran las actividades de la inmunidad celular que
fueron analizadas en los ejemplares sujetos a experimentacion. En general la habilidad y la
capacidad fagocitica de los leucocitos de rifién cefélico después de la exposicion al patégeno
desciende de manera significativa, mientras que la explosion respiratoria no fue detectada y
la peroxidasa en leucocitos de rifion cefalico aumenta ligeramente y de manera
estadisticamente significativa. (P < 0,05). Aunque la tendencia de todas estas actividades en
dorada (S. aurata) habia sido a creciente después de la infeccion como se muestra en el
capitulo IV. Valores que estdn mediados por la infeccion y no por las dietas, ya que, entre
los peces alimentados con las dietas A y B, antes y después de la infecciéon no existen
diferencias estadisticamente significativas, de manera similar a lo que ha sucedido en las

demas experiencias (Capitulo IV).
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d.1 Actividad peroxidasa de los leucocitos de rindn cefalico

Enla Figura 56 se muestra la actividad peroxidasa de los leucocitos de rifién cefalico
después de un periodo de alimentacion de 78 dias y para los diferentes tratamientos (dietas
y reto), e independientemente de la dieta, las diferencias estadisticamente significativas se

muestran por los valores de esta actividad antes y despues de la infeccion. (P < 0,05)
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Figura 56. Niveles totales de actividad peroxidasa en leucocitos del rifidon cefélico después de un
periodo de alimentacién de 78 dias para los diferentes tratamientos: Peces no infectados (Dieta A y B)
y Peces infectados (Dieta A Reto y Dieta B Reto) a las 24 horas de exposicion al patégeno T. soleae por
inyeccion intraperitoneal. Los datos representan el promedio + el error estandar. (n=20). Diferentes
letras denotan diferencias significativas para el tratamiento dieta; * denota diferencias significativas
entre Pnl y PI (dieta e infeccion); los corchetes con * denotan diferencias significativas para la
infeccion. (P <0,05).
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d.2 Explosion respiratoria de los leucocitos de rinon cefalico
Esta actividad no fue detectada aun repitiéndose la medida tres veces.

d.3 Actividad fagocitica de los leucocitos de rinon cefalico

La habilidad fagocitica se define como el porcentaje de células de levaduras
marcadas (con FITC) con una o mas bacterias ingeridas dentro de la poblacién celular
fagocitica, mientras que la capacidad fagocitica se define como la intensidad media de
fluorescencia. En la Figura 57 se muestran los valores de la capacidad fagocitica de los
leucocitos de rifidn cefalico, asi como en la Figura 58, los valores de la habilidad fagocitica

de los leucocitos de rifidon cefalico.

Asi tanto la habilidad (Fig. 57) como la capacidad (Fig. 59) fagocitica de los leucocitos
de rifion cefalico desciende para las lisetas (C. /abrosus) alimentados con las dietas A y B.
Significacion estadistica (P < 0,05) que se muestra con corchetes y *, **. La respuesta de los
peces alimentados con las diferentes dietas resulta similar o en bloque, no existiendo diferencias
entre dietas salvo en la habilidad fagocitica de los peces alimentados con la dieta B que es algo

mas baja y estadisticamente diferente.

Por lo demas, los niveles de capacidad fagocitica (Fig. 57) y de habilidad (Fig. 59) de
los leucocitos de rifion cefélico de los peces presentan un descenso de la actividad fagocitica y

una mala respuesta tras la exposicion al patdgeno.
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Figura 57. Niveles totales de habilidad fagocitica en leucocitos del rifidn cefalico después de un
periodo de alimentacion de 78 dias para los diferentes tratamientos: Peces no infectados (Dieta Ay B)
y Peces infectados (Dieta A Reto y Dieta B Reto) a las 24 horas de exposicion al patégeno T. soleae por
inyeccién intraperitoneal. Los datos representan el promedio + el error estandar. (n=20). Diferentes
letras denotan diferencias significativas para el tratamiento dieta; * denota diferencias significativas
entre Pnl y Pl (dieta e infeccidn); los corchetes con * denotan diferencias significativas para la
infeccion. (P <0,05).

2000 - a d

HH

1750 -

1500 - b b

1250 -
1000 -

=

750 -
500 -
250 -

Capacidad Fagocitica (U.A.)

Dieta A Dieta B Dieta A Reto Dieta B Reto
Dietas experimentales

Figura 58. Niveles totales de capacidad fagocitica en leucocitos del rifidon cefélico después de un
periodo de alimentacidn de 78 dias para los diferentes tratamientos: Peces no infectados (Dieta Ay B)
y Peces infectados (Dieta A Reto y Dieta B Reto) a las 24 horas de exposicion al patégeno T. soleae por
inyeccion intraperitoneal. Los datos representan el promedio * el error estandar. (n=20). Diferentes
letras denotan diferencias significativas para el tratamiento dieta; * denota diferencias significativas
entre Pnl y Pl (dieta e infeccidn); los corchetes con * denotan diferencias significativas para la
infeccion. (P <0,05).
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VI.4. Discusion

De los resultados obtenidos en el experimento debemos diferenciar por su naturaleza
en dos partes. La primera parte o relativa al crecimiento, y una segunda relativa a la
inmunidad humoral y celular, antes y después de exponer a los ejemplares de liseta a un reto

por inyeccion intraperitoneal de 7. so/eae.

Respecto del crecimiento, no se puede decir que haya sido malo, para ninguna de las
dietas, ya que los ejemplares (a diferencia de los otros experimentos eran de una talla muy
superior). Asi, el experimento se realiza partiendo de un peso medio inicial de 160,25 + 9,30
g y contando con pocos ejemplares de esta talla (se utilizaron todos los disponibles) para
realizar un experimento en el que se hubieran incluido otras dietas. Y el crecimiento en %, la
eficiencia o la TCE, podemos decir que son habituales para este tamaio de pez y algo peores
para la dieta con mayor contenido de proteina y disefiada un para un carnivoro, sin que existan

diferencias significativas estadisticamente.

Como hemos expuesto en los resultados del crecimiento, un ejemplar sacd provecho
de la mala aceptacion por los demds del pienso flotante Ti3 o dieta A, siendo este
comportamiento inusual —y quizas debido a una mala aceptacion del pienso flotante—.
Comunicacion personal de D. Juan A. Calderén. Y aunque en las tallas més pequefias no ha
existido ese problema, ni ha ocurrido anteriormente en las Instalaciones del CPIFP Maritimo
Zaporito donde se utiliza ese mismo pienso para los mugilidos. No debemos dejar de exponer
lo sucedido, aunque las medias aritméticas diluyan este exceso de ingesta y de crecimiento.
Esta mala aceptacion del alimento flotante ha sido evaluada recientemente por un estudio en
el que nuestras apreciaciones del dia a dia con mugilidos han sido confirmadas, mostrando
la tendencia de estos animales a comer en el medio de la columna de agua o en el fondo, y

evitando la superficie (Ramos-Judez & Duncan, 2022).

La dispersion de talla de los animales en crianza no es un factor que sea ajeno al
acuicultor o al investigador en acuicultura, o en general al ganadero. Y en parte es una
caracteristica que se ha utilizado desde antiguo para la mejora de las razas ganaderas, separando
colas (animales que no crecen) de cabezas (animales que crecen en exceso). El problema es
determinar con certeza y es dificil cuando se produce esta diferencia en el crecimiento por la
ingesta o por las cualidades genéticas o de estirpe del animal. Tampoco le interesa al acuicultor

tener unos animales que crezcan muy por encima de la media y puedan depredar en las etapas
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iniciales de los cultivos a sus congéneres (en el caso de la acuicultura de especies carnivoras). Si
esta diferencia de talla se hubiera producido en un experimento con dorada, o con lubina y los
peces hubieran estado alimentados como es el caso a una baja tasa diaria de alimentacion
estamos seguros de que se hubieran producido agresiones y canibalismo por parte de este
ejemplar hacia sus congéneres, y probablemente se hubiera trastocado el experimento por
mortalidad. No es dificil encontrarse en los acuarios lubinas que han muerto asfixiadas al intentar

tragarse congéneres de similar tamafo.

Pero las excepciones estan para confirmar la regla y aunque este comportamiento es
extrafio y no habitual para la especie, lo es hasta que suceda algo similar a lo que ha sucedido
en este tanque. Tal y como se puso de manifiesto en el capitulo III, la dispersion en el
crecimiento es un factor a tener muy en cuenta tanto por el acuicultor como el investigador.
Lo cual nos reafirma en la necesidad de mayor precision a la hora de mostrar los pesos, y datos
de crecimiento de las especies en los estudios, tanto en los nutricionales como en los
inmunoldgicos al igual que reclaman otros investigadores de reconocida trayectoria
investigadora (Du & Turchini, 2021) . Si bien, es de sobra conocida la dispersion de tallas en
los cultivos mostrar estos datos no es habitual. Datos de dispersion de los pesos que se han
mostrado en la Figura 47 mediante un diagrama de puntos del peso inicial frente al peso final

alcanzado, y en el que se marca con un circulo rojo el ejemplar de mayor crecimiento.

Los datos de crecimiento de los demas ejemplares se pueden considerar similares entre
ellos, y una vez realizada una regresion lineal sobre los pesos iniciales frente a los finales de
los ejemplares (todos los peces y todos los grupos), (Fig. 47) estas regresiones arrojan las

siguientes ecuaciones:
a) Incluyendo el ejemplar sefialado con el circulo rojo: Y= 0,8937 x +64,726 R?=0,4912
b) Sin incluir el ejemplar sefialado con el circulo rojo: Y= 0,7845 x + 74,543 R? = 0,7943

Siendo datos absolutamente normales para la evolucion del crecimiento de la liseta los
de la ecuacion b). E independientemente de la dispersion inicial que existia ajustados a lo
razonable para el crecimiento reiteramos similar de todos los individuos. Sin que existan
diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05) entre los pardmetros analizados. Lo que
a veces nos recuerda que la estadistica no puede suplir a la 16gica. Asi son pocos los trabajos

en nutricién que analizan estadisticamente el parametro dispersion, y se asume como un factor
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existente reiteramos e inevitable por las diferencias entre individuos, y no se analiza (en parte
porque no se puede de manera sencilla individualizar la ingesta individual cuando se trabaja
con grupos de peces). Normalmente se asume como cierta una ingesta promedio lo cual puede
tener (y este caso extremo lo confirma) mucha importancia a la hora de evaluar los resultados

de los experimentos.

Este acontecimiento indeseable e inevitable a partes iguales cuando se trabaja con peces,
también nos pone de manifiesto que el crecimiento de los mugilidos puede ser igual o
comparable con otras tradicionalmente cultivadas en el Mediterraneo, o incluso con salménidos.
Especies de tasas de crecimiento habitualmente aceptadas en general por los investigadores
como mayores que las de los mugilidos. Aunque los datos sobre este ejemplar nos confirman
que crecid a una tasa no desdefiable de 4,32 g dia de crecimiento absoluto (Incremento de peso/
dia), y un TCE de 1,46. O un crecimiento en porcentaje desde el inicio y dia de un 2,08 %. Lo
cual es mas que significativo y no necesita de estadistica para comprobar que triplica los valores
de TCE de su grupo incluso estando este ejemplar incluido. TCE para la dieta A de 0,45 = 0,21.
Y teniendo en cuenta, que los peces no fueron alimentados todos los dias (en total solo 66 de 78
dias). Lamentablemente reiteramos no se pueden individualizar los datos de la ingesta como
sucede con el resto de experimentos en acuicultura. Y el célculo contrario deducir la ingesta
desde el crecimiento del ejemplar tampoco es posible con los datos que hay para las especies.

Aspectos en los que se profundizara en la discusion general.

En lo referente a la inmunidad humoral y celular, de la liseta (C. /abrosus) antes y
después de exponer a los ejemplares a un reto por inyeccion intraperitoneal de 7. so/eae.
Exponer que los niveles de lisozima del moco de la piel presentados en la Figura 54 (ug/mL
equivalente de actividad HEWL) y del suero de los C. /abrosus son similares en cantidad, con
los presentados en el capitulo V, aunque son algo mas elevados en suero (Capitulo V, entre 0,5
y 1 pg/mL equivalente de actividad HEWL, y en este capitulo entre 1,2 y 2,6 pg/mL
equivalente). Los valores presentados en el Capitulo IV para dorada (S. aurata) son muy
superiores (entre 5,5 y 6,9 pg/mL equivalente) a los obtenidos para C. /abrosus en todas las

experiencias realizadas

Y decir que la respuesta ha sido menor a la esperada y menor a la que se ha presentado
con anterioridad para la dorada (S. aurata) en el capitulo IV, frente al mismo tipo de reto y

con la misma bacteria. Aqui podemos diferenciar no solo entre las especies, también en el
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tamafio de los ejemplares, a los que se les inoculd una dosis sub-letal en la busqueda de la
activacion y respuesta del sistema inmunitario (y no tendente a causarles la muerte a corto
plazo o una infeccion aguda). En el otro experimento en que ha participado el doctorando
con la misma bacteria, pero con otra especie, la anguila europea (Conforto et al., 2021), los
peces también tenian una talla comparable a la de este experimento (peso inicial 146,63 +
17,96 g) y en ambos casos la respuesta ha sido menor, frente a la registrada para las doradas,
de peso inicial 12,86 + 0,28 g — datos mostrados en este experimento y comparados con el

capitulo IV vide supra—

Por un lado la respuesta de los ejemplares a la exposicion a un patdégeno va a depender
de la ruta de inoculacion, bien mediante bafio o bien mediante inyeccion intraperitoneal,
(Avendano-Herrera et al., 2006a, 2006b) pero no es sencillo establecer cual es el mejor
método, ni tampoco es labor de este trabajo discutirlo en profundidad. Lo que si podemos
comprobar, y sobre todo en los trabajos realizados en el desarrollo de este doctorado, es que
la inoculacion mediante inyeccion intraperitoneal si ha activado de manera general tanto en
los ejemplares de dorada (capitulo IV) como en los ejemplares de liseta (este capitulo), como
en los ejemplares anguila el sistema inmunitario de los animales (Conforto et al., 2021).
Discrepando de las afirmaciones de Avedano-Herrera y colaboradores en cuanto a que la
inyeccion intraperitoneal, o el bafo cuando no hay heridas no son un buen modo de
inoculacion y generacion de la enfermedad. Asi otros estudios recogen una activacion del
sistema inmunitario por ejemplo en el lenguado senegalés mediante una exposicion por bano
(Escribano et al., 2020; Guardiola et al., 2019) y sus efectos sobre el sistema inmunitario. Y
factores como la talla de los ejemplares, o la alimentacién no son habitualmente analizados en

la patogénesis ni en la etiologia de la enfermedad.

Aun teniendo en cuenta que 7. $0/64€ es una bacteria que afecta fundamentalmente a
la piel con heridas, la via de entrada al huésped (como en la mayoria de los patdgenos en
acuicultura no es clara y puede deberse mas que a una sola via, a un conjunto de causas). El
contacto con otros animales (salvajes que pudieran estar enfermos y no vacunados), el bafio
(presencia en el agua), o la presencia de reservorios de bacterias y virus en las instalaciones
(incrustaciones en redes, jaulas, elementos filtrantes, etc.), o la exposicion via alimentacion
(por ejemplo, canibalismo sobre un animal enfermo) no pueden descartase en su totalidad

como origen de la enfermedad y menos cuando tenemos poco control sobre el factor agua que
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es inseparable de los peces. El factor canibalismo es un elemento de importancia y a considerar

en el caso de los cultivos de especies carnivoras.

Por otro lado, lo que no podemos pretender es que la exposicion a una dosis menor de
patdgeno, y que una ruta de contagi6 diferente causen los mismos efectos, con la misma rapidez
o gravedad. Asi otros estudios recogen una activacion del sistema inmunitario de manera mas
lenta cuando la presentacion del patégeno se realiza por bafio (Escribano et al., 2020; Guardiola
et al., 2019), o diferente comparando entre rutas de infeccion (Ferreira et al., 2019). Méas lenta
por bafio al igual que ha sucedido con los peces mas grandes (C. /abrosus y A. anguilla).
Mientras que, para los ejemplares de dorada del capitulo IV de talla final menor a 17 g la cantidad
de patogeno inoculada (igual que en los peces grandes) provoco una reaccion aguda en el corto
plazo. Por lo tanto, estos animales han sido capaces de montar una respuesta inmunitaria
adecuada en el corto plazo discriminando entre lo propio y lo ajeno (Danilova, 2006;
Meseguer, 2017). Lo mismo que Avendafio-Herrera et al., 2006b argumenta que ni el bafo,
ni la inyeccion intraperitoneal son métodos efectivos para replicar la enfermedad, nuestros

datos presentados, y los de los demads estudios publicados permiten afirmar lo contrario.

Avendafo y colaboradores también recogen en su trabajo que factores como el uso de
microcosmos bajo condiciones naturales «prueban el efecto inhibitorio de la microbiota del
agua en el crecimiento y supervivencia de la bacteria» y un posible efecto positivo de la
microbiota autoctona que lisa las células bacterianas afectando a la reproduccion y
supervivencia del patdgeno. Aspecto que entendemos complejo por la propia diversidad de la
microbiota del agua y de la microbiota intestinal, etc. (Camara Ruiz, 2022), y sobre todo en
instalaciones tanto de investigacion como de cultivo de peces en la que nos es imposible
controlar todos los factores, y menos atin uno tan complejo como las interacciones microbiota
del agua y de los animales con el patogeno y con la salud del huésped. Por este motivo
entendemos mucho mas razonable el uso de la inyeccion intraperitoneal que el bafio para los
objetivos de este experimento y de los otros trabajos realizados —capitulo IV vide supra—, o
Conforto et al., 2021. Asi a corto plazo y mediante esta metodologia nos es posible extraer
conclusiones sobre el estado inmunitario de los peces, y su relacion con la alimentacion.
Siendo la mayor limitacion como siempre las limitaciones fisicas de las instalaciones que
limitan los disefios experimentales e impiden tener mas grupos experimentales, realizar
experimentos de mayor duracién, como por ejemplo la imposibilidad de mantener grupos de

peces retados y no retados durante periodos en los que se les suministren diferentes tipos de
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alimentacion o se modifiquen las condiciones de cultivo, temperaturas, salinidades, etc. No
podemos negar que nos hubiera gustado poder mantener dichos grupos durante un periodo de
tiempo post-infeccidn mas largo y poder evaluar los efectos no solo a corto plazo, sino también
de la migracion del patogeno del cuerpo del animal a la piel, si esta se produce, etc. Imposible

reiteramos por las limitaciones fisicas de las instalaciones.

De todos modos, es extraer conclusiones generales sobre una especie de
experimentos puntuales es como poco intrépido, y mas en una especie como el C. /abrosus
o los mugilidos en general a la que la ciencia de la nutricion o la inmunologia ha prestado
poca atencidn. Asi se desconoce si ademas del presente para C. /abrosus haya algin otro
estudio que haya realizado una inoculacion de patdogenos por bafio, o inyeccion

intraperitoneal, y luego evaluado el estado del sistema inmunitario.

No tenemos duda de que la inoculacion ha producido un aumento de la actividad
peroxidasa tanto en suero, moco de la piel como en la actividad peroxidasa de los leucocitos
del rifién cefalico. Mientras que el resto de actividades evaluadas de la inmunidad humoral
tanto en suero como en moco presentan unos niveles de actividad planos en cuanto a la
inoculacién que se lo achacamos a la dosis y tamafio de los peces. Por el contrario, la
actividad de la lisozima si se activa e incrementa sus niveles tanto en la dieta B en suero,
como en el moco de la piel. El incremento de estas actividades parece mas que suficiente
como para mantener esta afirmaciéon de que la ruta de presentacion del patdgeno (via
inyeccion intraperitoneal) ha alterado el equilibrio inmunitario humoral de los animales. Por
otra parte, también se produce un brusco descenso de la inmunidad celular en cuanto a la
capacidad y habilidad fagocitica de los leucocitos de rifion ceféalico. No asi en la peroxidasa
de los leucocitos que se activa de igual manera que su contraparte en suero y moco de la piel
pareciendo que esta actividad es la primera que se activa a corto plazo tras la exposicion al

patogeno.

Es quizas este descenso acusado de la actividad fagocitica de los leucocitos del rifion
cefalico el que tenga una mas compleja interpretacion, mientras que la respuesta humoral se
puede considerar normal y esperada en los ejemplares de liseta, para los ejemplares de
dorada (capitulo IV) la activacion del sistema inmunitario celular se produce en el corto
plazo a las 24 horas, y todas las dietas responden por igual, y la exposicion al patogeno es
suficiente para activar la respuesta celular, independientemente del factor ampliamente

comentado de la talla y cantidad de patogeno.
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La respuesta de ambas actividades es similar, para todos los peces alimentados con
las dietas independientemente de la alimentacion recibida. Asi, y de manera diferente a los
datos presentados en el capitulo IV, no se repite el patron de ascenso post exposicion a la

bacteria de la capacidad fagocitica.

Para la explicacion de la falta de reaccion de la capacidad fagocitica de los leucocitos
del rindn cefélico nos inclinamos mas por una implicacion de la dieta. Tanto la dieta A como
la B tienen un bajo ratio -3 / ®-6 y con mucha mas energia de lo que para la especie es
habitual. Por lo que este descenso de la habilidad y capacidad fagocitica puede obedecer a
una deficiente calidad en los acidos grasos de las dietas para una especie cuya alimentacion
natural incluye una elevada cantidad de fitoplancton y zooplancton (Cardona, 2016; Cardona
Pascual, 1989; Gisbert et al., 1995), y a una desregulacion en este sentido de la capacidad y
habilidad fagocitica (Al-Khalifa et al., 2012; Gutiérrez et al., 2019; Pisani et al., 2009;
Tocher, 2015).
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Capitulo VII. Evaluacién del crecimiento y de estado inmunitario de la liseta (Chelon labrosus) a
diferentes salinidades alimentada con dietas basadas en levaduras de desecho

VII.1 Resumen y objetivos

Este experimento es una parte de los ensayos realizados durante la ejecucion del
Proyecto MugilDiet, Convocatoria Pleamar, FEMP (2017/2424). Del mismo modo que los
experimentos anteriores. El objetivo principal del mencionado proyecto era el disefio de

dietas adecuadas para mugilidos.

En concreto este estudio se realizd en las instalaciones de la Universidad de Murcia,
el objetivo principal fue evaluar la capacidad de ejemplares de liseta (Chelon labrosus) para
asimilar materias primas con unos porcentajes bajos de proteina y bajo coste (principalmente
las levaduras de desecho de la industria cervecera), asi como su respuesta inmune bajo unas
condiciones de salinidad diferentes. En este experimento ademas de someterlos a regimenes
alimentarios menores a los tradicionales en comparacion con los utilizados para otras
especies carnivoras, los grupos experimentales se mantuvieron en condiciones de salinidad

diferentes (0-1 %o y 36 %0) durante la duracion del experimento.

En este trabajo se utilizaron dos dietas fabricadas para el experimento y con idéntico
nivel de nutrientes, con la diferencia entre ellas de los perfiles de acidos grasos. Una dieta
M con un perfil marino y la dieta T con un perfil vegetal (en la denominacion terrestre),

respectivamente B7T0M+ y B70T+. Vide supra el capitulo II, Materiales y métodos.

Esta evaluacion, de manera similar a los anteriores experimentos se realizo mediante
el estudio de los parametros clasicos de crecimiento y del estado del sistema inmunitario

durante una experiencia de dos meses.

Como objetivo secundario se establecid incrementar el conocimiento sobre la
respuesta nutricional e inmune de los ejemplares de liseta frente a condiciones de salinidad
diferentes, una salinidad equiparable al agua de mar (36 %o, y una salinidad equiparable al

agua dulce 0 - 1 %o). El peso inicial de los ejemplares fue de 24,49 + 0,58 g (n=160).

Los anteriores experimentos se habian realizado a una salinidad algo menor siendo

la salinidad de trabajo usual 28 %o
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VIl.2 Materiales y métodos

De manera resumida se recogen los materiales y métodos particulares del

experimento realizado.

VIil.2.1 Peces

Ciento sesenta ejemplares de Chelon labrosus de un lote original de 200 fueron
aleatoriamente seleccionados para el experimento. Los peces con un peso inicial 24,49 +0,58 g
(n=160) se obtuvieron del CIFP Maritimo Zaporito (San Fernando, Cadiz). Los peces fueron
aleatoriamente distribuidos en ocho tanques iguales y aclimatados por dos semanas antes de
comenzar el experimento, durante este periodo fueron alimentados con una dieta comercial

para tilapia (Ti3, Skreeting, Burgos, Espatfia).

Durante el experimento se evaluaron dos dietas, por duplicado. El nimero de peces por

tratamiento fue de 40 (n=40). Los tratamientos salinidad fueron FW (0 - 1 %0) y MW (36 %o)
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VIl.2.2 Dietas

Durante el experimento se utilizaron dos dietas experimentales: Dieta M: B70M+
(Biothesan, Granada, Espafa); y Dieta T: B70T+ (Biothesan, Granada, Espafia). Para
informacion adicional sobre dichas dietas Vide supra Capitulo I1. Materiales y métodos. No
se muestra la composicion proximal o de materias primas exacta de estas dietas, pero es una

composicion igual a la dieta B70.

Las dietas se seleccionaron por diferentes motivos: Ambas dietas contenian un 20 %
respectivamente de harina de pescado (proveniente de desechos de conserveras y procesado
de pesquerias, de baja proteina 56 -58 % PB.), y su principal fuente de proteina son las
levaduras de desecho, 62,5 % sobre peso humedo. Los perfiles de grasas de ambas dietas
fueron diferentes pero iguales en cantidad, mientras que la dieta M, contenia un 6,5 % de
aceite de pescado de relativa baja calidad provenientes de desechos procesado de pesca y
conserveras, la dieta T contenia un 6,5 % de aceite virgen de oliva extra. Siendo estas las
principales fuentes de acidos grasos (el aceite de pescado y el aceite de oliva virgen extra).
El resto de acidos grasos son los que aportan residualmente otras materias primas como la

harina de pescado, etc.

En la Tabla 13 se recoge la composicion resumida de los acidos grasos de las dietas
M (B70M+) y T (B70T+) en la que se puede comprobar la gran cantidad de aporte de 4cidos

grasos monoinsaturados de la dieta B70T+.

Tabla 13: Composicidn en acidos grasos resumida
Dieta A Dieta B
B70M+ B70T+

Total saturados 27,59 23,11
Total monoinsaturados 39,74 65,49
Total n-6 PUFA 22,18 5,15
20:5n-3 (EPA) 4,37 0,83
22:6n-3 (DHA) 13,42 3,22
Total n-3 PUFA 22,18 5,15
n-3/n-6 2,04 0,82
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VIl.2.3 Diseno experimental

Los peces fueron estabulados durante 60 dias, de los que solo fueron alimentados 49.
La tasa de alimentacion fue de un 1,5 % de la biomasa inicial total de cada tanque, no se
realizaron muestreos de peso intermedio, ni correccion de la tasa de alimentacion entre el
muestro de peso inicial y final (n=40). La tasa de alimentacion real en funciéon de los dias
que se alimentaron los peces fue de 1,22. Tasa muy inferior a la recomendada por ejemplo
para tilapias alimentadas con dietas de baja proteina de esta talla y a la temperatura
experimental (5 % aproximadamente). Los peces quedaron distribuidos aleatoriamente
segun los siguientes tratamientos: (FW M, FW T), (MW M, MW T), es decir cuatro tanques
de agua dulce (FW), y cuatro de agua marina (MW), que se alimentaron con las diferentes

dietas terrestre (T) y marina (M). Los tratamientos se realizaron por duplicado.

Después de ese periodo de los 20 peces que habia en cada tanque se anestesiaron y
se muestrearon aleatoriamente cinco ejemplares por tanque y tratamiento (n=10). Otros 5
peces se muestrearon para la toma de muestras por la Universidad de Cadiz. El resto en
atencion al principio de las 3Rs se recuperaron para otros trabajos. Se tomaron muestras de
tejidos, sangre y moco, asi como de rifidn cefalico. Las muestras de suero y moco fueron
congeladas en nitrégeno liquido y almacenadas a - 80° C para su posterior tratamiento. Las
muestras de rifion cefélico fueron procesadas y analizadas a la finalizacion del muestreo en
el Servicio Universitario de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Murcia para
obtener los datos relativos a la inmunidad celular. El resto de muestras fueron analizadas en
dias posteriores para obtener los resultados de las actividades humorales siguiendo los
métodos descritos con anterioridad en esta seccion de la tesis. Vide supra Capitulo I,

Materiales y métodos.
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VIl.2.4 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos han sido representados en las graficas y tablas
correspondientes como la media + el error estindar (SEM) para cada pardmetro medido. Los
datos fueron analizados con el programa estadistico SPSS 19.0. Para calcular la normalidad
de los datos previamente se realizo la prueba Shapiro-Wilk y la homogeneidad de la varianza
fue verificada usando la prueba de Levene. Para comparar las medias entre muestras se
realiz6 la prueba T de Student, y para los no normales, se realiz6 la prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis (dichos datos se transformaron previamente). Las diferencias
significativas entre grupos o dietas se analizaron mediante Anova factorial (cuando el
nimero de grupos o dietas lo permitia), o alternativamente se realiz6 la prueba T de Student.
Las pruebas Anova conllevaron un analisis post-hoc de Tukey o Games-Howell.
Principalmente estas son las pruebas estadisticas realizadas para determinar las diferencias
significativas entre ellas, considerando las diferencias estadisticamente significativas al 95
% de nivel de confianza (p < 0,05) en todos los casos. Todas las medias se han realizado por

triplicado.
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VIl.3 Resultados

Del crecimiento de los peces y de los resultados de las diferentes técnicas analiticas
realizadas sobre las muestras biologicas debidamente conservadas se recogen aquellas que
se consideran mas interesantes en funcion de los resultados obtenidos y los objetivos del
experimento. Los métodos relativos a dichas técnicas se recogen en el capitulo I, Materiales

y métodos, vide supra.
a) Comportamiento, canibalismo y mortalidad

No se produjo ninguna mortalidad en los ejemplares sometidos a experimentacion.
Tampoco se produjeron episodios de canibalismo (inusuales en esta especie) aun siendo las
tasas de alimentacion deficitarias por mucho en cantidad y calidad, y los peces de talla
pequena (aproximadamente 24 g). Nunca se apreciaron visualmente heridas, erosiones de

aletas, descamaciones, etc. producidas por episodios de agresividad.

Desde el punto de vista de esta investigacion junto con el resto de experimentos
realizados y resultados presentados en los capitulos anteriores, resulta interesante resaltar
que aun siendo la alimentacion suministrada teéricamente deficiente en cantidad y calidad
de las dietas MN y mN no se han producido este tipo de episodios. Ni anteriormente en los
ejemplares de dorada (S. durata) con los que era previsible que ocurrieran este tipo de
comportamientos, ni para los ejemplares de liseta (C. /abrosus) en los que no se esperaba

que sucediera.

En este experimento en concreto no se considera que los peces estuvieran saciados
al menos al punto de lograr el crecimiento, ya que alguno de los grupos incluso decrece. Por
lo que es de agradecer que todos los ejemplares terminaran el experimento y no se produjeran
bajas debido al canibalismo. Factor que reiteramos es poco valorado en los mugilidos como
especie de cultivo. Si en lugar de ser ejemplares de liseta hubieran sido de dorada o lubina
probablemente el experimento habria tenido tal numero de bajas diarias que no se hubiera

podido finalizar.
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a) Crecimiento

A partir de los datos obtenidos durante los muestreos biométricos los dias O, y 60 de
peso (P), (g £ 0,01) y la racion diaria proporcionada a cada grupo experimental se pudieron
calcular los parametros relativos al crecimiento de los sujetos experimentales y el

aprovechamiento de la alimentacion proporcionada, Tabla 14.

Tabla 14: indices de crecimiento y aprovechamiento del alimento durante el periodo experimental

Dieta Salinidad ICA ICAC % crecimiento* |P** TEP FE TCE

A (B70M+) 0-1 %o 3,24 £0,73 2,01 23,85 199,69 1,13 +£0,25 0,32 +0,07 0,35+0,07
B (B70T+) 0-1 %o 4,96 +0,91 3,07 15,31 202,44 0,72+0,13 0,20+0,03 0,23+0,04
A (B70M+) 36 %o -13,37+£0,34 -8,28 -5,49 225,96 -0,26 £0,00 -0,07 £0,01 -0,09 +0,01
B (B70T+) 36 %o 16,13 +3,28 9,99 4,75 195,42 0,22 +0,04 0,06 £0,01 0,07 £0,02

Crecimiento e indices de crecimiento de los tratamientos Dieta A, B. Valores promedio + error estandar de la media.

No hay diferencias significativas entre los parametros analizados (P < 0,05)

* % de crecimiento desde la talla inicial, no evaluado estadisticamente ** Ingesta de proteina

ICA= indice de conversién del alimento, TEP= Tasa de eficiencia de la proteina

ICAC= indice de conversion de alimento corregido en humedad. En este caso no aplica por tener una humedad estandar del 8%

Dada la tasa de alimentacion reducida (1,5 % peso de la biomasa por tanque/ dia, y
un 1,225 % ajustada a los dias realmente alimentados) el crecimiento de los peces es el
esperado. Para las lisetas mantenidas en agua dulce el crecimiento es reducido, pero no
inexistente, y algo menor para los peces alimentados con la dieta T (B70T+) con el perfil de
acidos grasos principalmente vegetal. Por el contrario, el crecimiento en los peces sometidos
a un estrés osmatico por salinidad relativo (ya que la salinidad es igual a las condiciones del
Mar Mediterraneo) es inferior al esperado. Dichos grupos no solo no crecen, ya que en el
caso de los peces alimentados con la dieta M (B70 M+) incluso decrecen en un pequefio
porcentaje, - 5,49 % respecto del peso inicial (desde el inicio del experimento, total 60 dias)
y un -0,09 % diario por lo que podriamos considerar que este grupo ha sido alimentado al
limite de sus necesidades de mantenimiento. Sin que podamos descartar de manera absoluta
otras causas que hayan influido en su crecimiento, aunque los peces aparentemente gozaban
de salud, no tuvieron heridas, descamaciones, decoloraciones, ni externamente se pudo

aprecid ninguin signo patologico).

Tampoco se aprecio rechazo de la dieta (en ninguno de los experimentos realizados,
y en todos se puede descartar ese motivo), desperdicio de alimento, o comportamientos

asociados a estrés, saltos de los tanques, etc.
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Las tasas de eficiencia proteica (TEP), asi como la eficiencia del alimento (FE) o la
tasa de crecimiento logaritmica (TCE) también son menores de lo esperado. Lo cual puede
ser debido a que para esa talla los ejemplares de C. /abrosus aun no han migrado a mar
abierto. Si aplicamos el principio de parsimonia, la explicacion mas sencilla y mas probable
es que ni las dietas han cubierto las necesidades energéticas para una salinidad del 36 %o, y
puede que ademds el tamafio de los ejemplares fuera demasiado pequeio para esas

condiciones de salinidad.

No se muestran los resultados estadisticos por ser irrelevantes, dado que son mas que
obvias las diferencia entre unos grupos y otros, pero con la «virtud» de compensarse las
medias entre las diferentes dietas, ademas de no significativos pueden conducir a un error en

su analisis.

b) Parametros inmunitarios

Una vez comprobado que las dietas no cubren los requerimientos nutricionales de la
especie para esta salinidad, etapa de desarrollo, salinidad (36 %o) y temperatura queda por
comprobar si independientemente de eso si ha cubierto las necesidades del sistema inmunitario
a través de las actividades humorales y celulares analizadas (que son similares a las del resto de
los experimentos). Siendo este punto relevante para esta investigacion ya que los animales
mantenidos en la salinidad de 36 %o se puede considerar que independientemente de la dieta con

la que fueron alimentados estas dietas solo cubrian las necesidades de mantenimiento energético.

En los siguientes apartados se muestran los resultados de las actividades evaluadas
de la inmunidad humoral y celular que fueron analizadas en los ejemplares sujetos a
experimentacion. Casi todas ellas muestran significaciones estadisticas (P < 0,05), tanto

entre grupos, dietas o condiciones de salinidad.

Lamentablemente no se pudo realizar el reto bacteriano con 7. $0/6aé que estaba

previsto al finalizar el periodo de experimentacion.
c.1 Parametros de la inmunidad humoral

En los siguientes apartados se muestran las actividades de la inmunidad humoral que

fueron analizadas en los ejemplares sujetos a experimentacion.
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b.1) Actividad enzimatica del suero

c.1.1.a) Actividad peroxidasa del suero

En la Figura 59 se muestran los niveles de peroxidasa del suero después de un

periodo de alimentacién de 60 dias y para los diferentes tratamientos (Dietas x Salinidad).

No
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existen ni muestran resultados estadisticamente significativos entre las dietas (P < 0,05).
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Figura 59. Niveles totales de peroxidasa en suero después de un periodo de alimentacién de 60
dias para los diferentes tratamientos (dieta y salinidad). Los datos representan el promedio + el
error estandar. (n=10). Diferentes letras denotan diferencias significativas para el tratamiento
(dieta); * denota diferencias significativas entre las dietas a una misma salinidad; Y los *corchetes
diferencias entre las diferentes salinidades. (P <0,05).
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c.1.1.b) Actividad proteasa del suero

En la Figura 60 se muestran los niveles de proteasa del suero después de un periodo
de alimentacion de 60 dias y para los diferentes tratamientos (Dietas x Salinidad). No existen
ni muestran resultados estadisticamente significativos entre las dietas, ni en las dietas por las
condiciones de salinidad, y como era de esperar si por la salinidad ya que estos peces (MW)
mantenidos a 36 ppm son los que peor condicion inmunitaria en relacion con la nutricional
tienen, siendo los niveles de actividad significativamente inferiores, aunque cercanos en

valor. (P <0,05).
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Figura 60. Niveles totales de proteasa en suero después de un periodo de alimentacién de 60 dias
para los diferentes tratamientos (dieta y salinidad). Los datos representan el promedio + el error
estandar. (n=10). Diferentes letras denotan diferencias significativas para el tratamiento (dieta); *
denota diferencias significativas entre las dietas a una misma salinidad; Y los *corchetes
diferencias entre las diferentes salinidades. (P <0,05).

c.1.1.c) Antiproteasa del suero

No se detecto la actividad antiproteasa en ninguno de los grupos.
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c.1.1.d) Actividad lisozima del suero

Enla Figura 61 se muestran los niveles de lisozima del suero (ug/mL equivalente de
actividad HEWL) después de un periodo de alimentacion de 60 dias y para los diferentes
tratamientos (Dietas x Salinidad). No existen ni muestran resultados estadisticamente

significativos entre las dietas (P < 0,05).
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Figura 61. Niveles totales de lisozima en suero después de un periodo de alimentacién de 60 dias
para los diferentes tratamientos (dieta y salinidad). Los datos representan el promedio + el error
estandar. (n=10). Diferentes letras denotan diferencias significativas para el tratamiento (dieta); *
denota diferencias significativas entre las dietas a una misma salinidad; Y los *corchetes
diferencias entre las diferentes salinidades. (P <0,05).
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c.1.2) Actividad enzimatica del moco de la piel

De las actividades enzimadticas analizadas del moco de la piel de los peces, se
analizaron todas las actividades propuestas en el disefio experimental. De manera similar a
como se ha hecho en el resto de experimentos se muestran de manera ordenada. Siendo
minimas las diferencias encontradas entre los diferentes tratamientos (Dietas x Salinidad)

estadisticamente significativas (P < 0,05).
c.1.2.a) Actividad peroxidasa del moco de la piel

En la Figura 62 se muestran los niveles de peroxidasa del moco de la piel después
de un periodo de alimentacion de 60 dias y para los diferentes tratamientos (Dietas x
Salinidad). Existen diferencias estadisticamente significativas en casi todos los niveles, entre
las dietas (a, b, y bc) mostrando unos niveles mas altos los peces que peor resultado de
crecimiento han tenido (P < 0,05). Y también existen diferencias entre los animales
mantenidos en diferentes condiciones de salinidad (corchetes con asteriscos). No existen
diferencias entre las diferentes dietas y mismas condiciones. Asi para una misma salinidad

el factor dieta no es relevante.

E S %k
A N
12 Y4 B
b
10 -
? Y
S 81 J bc
@ 6 a
©
)
=4 a
(]
a o, N
I
0
FW M FWT MW M MW T

Figura 62. Niveles totales de peroxidasa del moco de la piel después de un periodo de alimentacion
de 60 dias para los diferentes tratamientos (dieta y salinidad). Los datos representan el promedio
* el error estandar. (n=10). Diferentes letras denotan diferencias significativas para el tratamiento
(dieta); * denota diferencias significativas entre las dietas y a una misma salinidad; Y los *corchetes
diferencias entre las diferentes salinidades. (P <0,05).
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c.1.2.b) Actividad proteasa del moco de la piel

En la Figura 63 se muestran los niveles de peroxidasa del moco de la piel después
de un periodo de alimentacion de 60 dias y para los diferentes tratamientos (Dietas x
Salinidad). (P < 0,05). Existen diferencias estadisticamente significativas en el factor
salinidad, y los peces mantenidos en la condiciéon marina presentan unos niveles mas altos
de actividad proteasa en el moco de la piel, igual que sucedia con la actividad peroxidasa. El
factor dieta frente a las diferentes salinidades también es estadisticamente significativo ya
que los niveles de actividad son muy diferentes (a y b) pero para una misma salinidad el

factor dieta no es determinante de diferencias significativas.
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Figura 63. Niveles totales de proteasa del moco de la piel después de un periodo de alimentacion
de 60 dias para los diferentes tratamientos (dieta y salinidad). Los datos representan el promedio
t el error estandar. (n=10). Diferentes letras denotan diferencias significativas para el tratamiento
(dieta); * denota diferencias significativas entre las dietas y a una misma salinidad; Y los *corchetes
diferencias entre las diferentes salinidades. (P <0,05).

c.1.2.c) Actividad antiproteasa del moco de la piel

No se detecto la actividad antiproteasa, al igual que sucedi6 en suero.
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c.1.2.d) Actividad lisozima del moco de la piel

En la Figura 64 se muestran los niveles de lisozima del moco de la piel (ug/mL
equivalente de actividad HEWL) después de un periodo de alimentacion de 60 dias y para
los diferentes tratamientos (Dietas x Salinidad). A diferencia de la actividad lisozima en el
suero existen diferencias estadisticamente significativas a todos los niveles. (P < 0,05). Los
niveles de la actividad lisozima para los animales alimentados con la dieta A o Marina, en
la condicion de agua dulce son relativamente mas bajos que los del resto de las dietas (a, y
b). Para una misma condicion de salinidad (FW o MW) los niveles de actividad en funcién
de la dieta (M o T) también son diferentes estadisticamente. Y la condicion salinidad también
arroja diferencias. De nuevo los peces con peor estado nutricional arrojan valores mas altos
de actividad. Y salvo los peces alimentados con la dieta marina (M) y en la condicion de

agua dulce (FW) los demas reiteramos tienen unos niveles mas altos de actividad lisozima.

£ % %k
A A
2,5 4 AY4 B
%k
b** b
2
2 b*
21 I
£
.g 1
k] a*
o5 I
0
FW M FWT MW M MW T

Dietas experimentales

Figura 64. Niveles totales de lisozima del moco de la piel después de un periodo de alimentacion
de 60 dias para los diferentes tratamientos (dieta y salinidad). Los datos representan el promedio
t el error estandar. (n=10). Diferentes letras denotan diferencias significativas para el tratamiento
(dieta); * denota diferencias significativas entre las dietas y a una misma salinidad; Y los *corchetes
diferencias entre las diferentes salinidades. (P <0,05).

Los niveles de lisozima del moco de la piel de los C. /abrosus del capitulo V son
similares en cantidad a los que presenta los animales alimentados con la dieta Marina en
agua dulce (entre 0,5 y 1 pg/mL equivalente de actividad HEWL). Peces en principio que

no tuvieron ningun tipo de anormalidad en el crecimiento.
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c.1.2.e) Cuantificacion de proteinas en el moco de la piel

En la Figura 65 se muestran los niveles de proteina del moco de la piel (mg/mL) después de
un periodo de alimentacion de 60 dias y para los diferentes tratamientos (Dietas x Salinidad).
No existen, ni se muestran resultados estadisticamente significativos entre las dietas
salinidades, por el contrario, a las demas actividades analizadas si existen diferencias entre
las dietas (a, ab, ¢), aunque los valores de proteina estdn dentro de lo que suele ser habitual,
y tan solo quizds un poco mas altos en los peces con peor condicion nutricional los
alimentados con la dieta M en condiciones de agua de marinas (MW) (P < 0,05). Sin ser en
ninglin momento significativas estadisticamente, y solo son diferentes estos valores con los

de la dieta terrestre y condicién marina (c).

25 -

5 ] ab
2 !
D 1,5 l
E
s ¢
g
o
o 0,5

0

FWm FWT MW M MWT

Dietas experimentales

Figura 65. Niveles totales de proteina del moco de la piel después de un periodo de alimentacion
de 60 dias para los diferentes tratamientos (dieta y salinidad). Los datos representan el promedio
+ el error estandar. (n=10). Diferentes letras denotan diferencias significativas para el tratamiento
(dieta); * denota diferencias significativas entre las dietas y a una misma salinidad; Y los *corchetes
diferencias entre las diferentes salinidades. (P <0,05).
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d) Parametros de la inmunidad celular

En los siguientes apartados se muestran las actividades de la inmunidad celular que
fueron analizadas en los ejemplares sujetos a experimentacion. En general, en la evaluacion
de la inmunidad celular se repite el patron que ya hemos puesto de manifiesto durante los
apartados anteriores sobre la inmunidad humoral. Respecto de la fagocitosis cabe destacar
que el grupo con peor crecimiento denota una peor respuesta tanto a la capacidad como frente
a la habilidad para fagocitar las levaduras del test (MW M). Del mismo modo se vuelve a
mostrar las diferencias entre las salinidades. Y en la capacidad es aiin més patente esa
diferencia entre ambas dietas (T y M) significdndose estadisticamente. No existen

diferencias entre las dietas.

Lamentablemente los datos de la actividad peroxidasa de los leucocitos de rifion
cefalico y de la explosion respiratoria de los leucocitos de rindn cefalico por un problema
con el almacenamiento de datos fortuito y ajeno a la voluntad de los investigadores no estdn

disponibles.

d.1 Actividad fagocitica de los leucocitos de rindn cefalico

La habilidad fagocitica se define como el porcentaje de células de levaduras
marcadas (con FITC) con una o mas bacterias ingeridas dentro de la poblacién celular
fagocitica, mientras que la capacidad fagocitica se define como la intensidad media de
fluorescencia. En la Figura 66 se muestran los valores de la capacidad fagocitica de los
leucocitos de rifidn cefalico, asi como en la Figura 67, los valores de la habilidad fagocitica

de los leucocitos de rinodn cefalico.
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Figura 66. Niveles totales de capacidad fagocitica en leucocitos de rifidn cefalico después de un
periodo de alimentacién de 60 dias para los diferentes tratamientos (dieta y salinidad). Los datos
representan el promedio + el error estandar. (n=10). Diferentes letras denotan diferencias
significativas para el tratamiento (dieta); * denota diferencias significativas entre las dietas y a una
misma salinidad; Y los *corchetes diferencias entre las diferentes salinidades. (P <0,05).
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Figura 67. Niveles totales de habilidad fagocitica en leucocitos de rifidon cefalico después de un
periodo de alimentacion de 60 dias para los diferentes tratamientos (dieta y salinidad). Los datos
representan el promedio + el error estandar. (n=10). Diferentes letras denotan diferencias
significativas para el tratamiento (dieta); * denota diferencias significativas entre las dietas y a una
misma salinidad; Y los *corchetes diferencias entre las diferentes salinidades. (P <0,05).
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e). Analisis realizado en Universidad de Cadiz.

Gracias al proyecto MugilDiet, Convocatoria Pleamar, FEMP (2017/2424),
investigadores de la Universidad de Cadiz se pudieron desplazar a nuestras instalaciones y
realizar un muestreo sobre parte de los peces sobrantes de este experimento, analizando entre

otras muestras, el higado y el plasma. Tabla 15.

Tabla 15. Analisis realizado en la Universidad de Cadiz sobre muestras de higado y plasma.

Salinidad (ppm) 1ppm 36 ppm
Tipo de dieta Dieta marina Dietaterrestre Dieta marina Dietaterrestre
Osmolalidad (mOsmkg™") 2374117%° 3043+4,139° 338845024 3129343122 %
<§E Glucosa (mM) 3,248 +0,1498 2,336+ 0,3307 2,455+ 0,2179 2,703 + 0,2623
% Lactato (mM) 2,228 +0,6694 2,020+ 0,2516 1,789+ 10,2737 1,648 +0,1474
& Triglicéridos (mM) 1,227 +0,3931 2,090 + 0,3762 1,345 +0,1099 1,784 + 0,4666
Proteinas totales (mg mL™) 26,53+ 2,374 20,59 42,610 15,08 + 2,026 1529+ 3,616
Salinidad (ppm) 1 ppm 36 ppm
5 Tipo de dieta Dieta marina Dieta terrestre Dieta marina Dieta terrestre
< | Glucosalibre (mg gle g higado™) 3,125+ 0,1645 3,295+ 0,1702 3,466+ 0,1988 2714402033
E Glucdgeno (mg gle g higado™) 9,369+ 0,9180 11,161,192 8,651+ 1,382 8911+ 1,022
Triglicéridos (mM) 1,227 +0,3931 2,090 + 0,3762 1,345+ 10,1099 1,784 + 0,4666

Letras minusculas indican diferencias entre grupos pertenecientes a diferente salinidad. Asteriscos (*) indican
diferencias entre dietas para una misma salinidad. ANOVA de dos factores, p < 0,05.
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VIl.4 Discusion

Por un lado, es interesante comprobar la resistencia de los mugilidos a las bajas tasas
de alimentacién en cantidad y calidad, y aun asi mostrar la capacidad para crecer (como
sucede con los ejemplares mantenidos en agua dulce) que arrojan independientemente de la
dieta tasas de eficiencia en la conversion del alimento razonables. Por otro lado, es sabido la
presion que supone para los organismos las diferencias osmdticas en el medio, y la
realizacion de este experimento ha llevado esa capacidad de crecimiento al limite ya que los
peces mantenidos en la condicion salina han rozado en todo momento la pérdida de peso o
el crecimiento minimo, independientemente de la dieta que tampoco es un factor
determinante. Haber llevado a los peces a estos extremos implica que indirectamente se
puede calcular las necesidades de energia de mantenimiento para la condicién marina. Esto
hubiera sido imposible si las dietas hubieran tenido (a iguales contenidos de proteina y de

grasas) un nivel mucho mas alto de ELN, que también aporta energia.

Estos aspectos se han ido discutiendo en general a lo largo del texto, y asi las
diferencias de energia entre las dietas formuladas para esta experimentacion y la dieta Ti3
(que duplica su contenido energético) son abismales en energia bruta, y por tanto en energia
disponible para el crecimiento. Lo interesante en todo momento es que la sustitucion de ELN
por humedad en la formulacién de los piensos permite medir estos minimos sin tener el

inconveniente de haber modificado MN, mN, etc. como se discuti6 en el capitulo III.

Respecto a la inmunidad celular y humoral de la liseta, resaltar que sin duda los peces
con peor condicion nutricional tienen una peor respuesta inmunitaria, y mientras las
actividades de la inmunidad humoral estan activadas, la inmunidad celular y tanto la
capacidad como la habilidad fagocitica de los leucocitos de riiidén cefalico de la liseta se
encuentra deprimida en los peces desnutridos. Al igual que sucede con una infecciéon como

hemos visto en los capitulos IV y VL.

En los niveles de la actividad proteasa del suero no existen ni muestran resultados
estadisticamente significativos entre los diferentes peces alimentados con la diferentes las
dietas, ni en las dietas por las condiciones de salinidad, y como era de esperar si por la

salinidad ya que estos peces (MW) mantenidos a 36 ppm son los que peor condicion
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inmunitaria en relacion con la nutricional deberian tener, siendo los niveles de actividad

estadisticamente significativos e inferiores, aunque cercanos en valor.

En referencia a los valores presentados de proteina total en el moco, Figura 65 comentar
que los valores presentados en el Capitulo 4 para dorada (S. aurata) son algo superiores

(entre 1,2 y 1,4 mg/mL). En experimentos anteriores para C. /abrosus (Vilchez-Gomez,
2017). Los valores presentados se encontraban en un rango aproximadamente entre 1,4

y 1,8 mg/mL.

Respecto de los analisis realizados por la Universidad de Cadiz, Tabla 195, las
diferencias encontradas entre ambas dietas se corresponden a un cambio en la osmolaridad
del plasma, siendo el menor en el tratamiento de agua dulce y dieta terrestre (FW T) aunque
estos valores se encuentran dentro de una normalidad. La otra diferencia estadistica es debida
a un menor nivel de glucosa libre en el higado de los peces del grupo mantenido en
condiciones de salinidad y alimentados con la dieta de perfil terrestre (MW T). Al menos
resulta interesante las pocas diferencias encontradas gracias a estas técnicas teniendo en
cuenta el nivel de decrecimiento de los peces mantenidos a la salinidad a 36 %o, para ambas

dietasMy T

Tampoco se trata de hacer una comparacion exhaustiva con otras especies y en el
mismo sentido que hemos comentado en el capitulo anterior trabajar con especies nuevas
desde el punto de vista de la inmunologia es un reto que no permite extraer conclusiones

excesivamente generales de tan solo cuatro experimentos.
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VIII.2.1 La harina de pescado

VIII.2.2 La calidad de la harina de pescado en los piensos
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VIII.1 Objetivos

El objetivo de este capitulo es evaluar el problema de la sustitucion de las harinas de

pescado en dietas para la acuicultura desde una perspectiva econdmica y biologica.

Es dificil valorar la sustitucion de materias primas en principio menos sostenibles —
como las harinas y aceites de pescado— por otras que en principio se presuponen mas
sostenibles sin tener en cuenta las limitaciones que técnicamente tanto los peces, como la
densa composicion de los piensos para ganaderia nos imponen. Asi en el capitulo III, se ha
puesto de manifiesto la dificultad de trabajar con peces en los que es dificil individualizar la
ingesta, o con piensos secos extruidos que al realizar una modificacion de su composicion
se altera o bien su contenido en MN o mN, o bien su contenido energético. Por lo que puede

resultar sin intencionalidad alguna un sesgo en la investigacion dificilmente evitable.

Si recapitulamos de manera rapida por los experimentos realizados, el factor dieta es
quizéds el que menos ha influido en el crecimiento de los peces. Y sin duda la mayor
diferencia se ha producido en el capitulo VI, Fig. 47, con el mujol «gloton», que en cierto
modo nos recuerda al mujol «enorme» de Séneca (Epis., XCV). Mujol del que recoge su
subasta por cinco mil sestercios, de peso unas cuatro libras y media romanas (una libra romana
eran 273 g). Tamafio que en la naturaleza un mujol necesita al menos dos afios para alcanzar y
en cultivo, nuestro mujol enorme tan solo ha necesitado dos meses para alcanzar la mitad de su
peso comercial para el gusto de los romanos. También nos recuerda esta anécdota que el precio

va ligado al peso, pero sobre todo a la talla.

Y es necesario centrar este capitulo a su objetivo, y no solo en los aspectos
transversales a la economia y a una necesaria vision global del trabajo. Ya que si las grandes
salmoneras no han conseguido reducir la dispersion en sus cultivos (Fig. 23) con el coste
econdmico que les conlleva dificilmente nosotros a nuestra escala podremos aportar
soluciones, y sirva de critica a los estudios sobre el crecimiento (incluido este) ya que

trabajamos principalmente con pesos medios.
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VIIl.2 Las materias primas utilizadas en este trabajo

Es innegable que le primer factor economico a evaluar en las dietas son las materias
primas que se incorporan a ellas, mucho se ha escrito sobre la evolucion de los precios y la
escasez de la harina de pescado y sobre de los aceites de pescado (por ser un bien mas escaso

y menos sustituible si no se quiere reducir la calidad del producto final y la ratio ®-3/®-6).

Evidentemente el factor precio y demanda es el mas estudiado en general por la
economia, pero olvidamos que el factor calidad est4 ligado de manera razonable a su precio,
y son pocos los trabajos que recogen ese factor precio respecto de la calidad. Y se usan
precios sobre calidades medias de la harina de pescado. Y aunque mediante comunicacion
personal el Ministerio de la produccion de Pertt me ha facilitado datos sobre la produccion
de tres tipos de harina: Tradicional, Prime y Super Prime, aun estoy pendiente de que me

aclaren las diferencias entre dichos tipos de harina, asi como sus precios.
VIII.2.1 La harina de pescado

Respecto de la harina y aceite de pescado utilizada en esta tesis provienen de
subproductos de la industria conservera y transformadora del mar Cantébrico. Estas materias
primas fueron adquiridas a Pescave, S.A. Si bien, siendo un producto de cercania y calidad
el perfil nutricional de esta harina difiere a la baja en proteina de las harinas de alta calidad
utilizadas normalmente en otros estudios. Siendo su contenido en proteina de un 58 % frente

otras reiteramos de mayor calidad que su contenido proteico supera el 70 %.

El uso de este tipo de harinas ya supone tres hitos en la formulacion de las dietas: 1)
Dota de una nueva vida a un subproducto/residuo; 2) Reduce la dependencia de la industria
acuicola de las pesquerias peldgicas; y 3) Disminuye con referencia a un mismo peso de
inclusion frente a otras harinas de pescado LT o Prime en las dietas la cantidad de proteina
que aporta a la dieta. Aspecto importante ya que por ejemplo para una inclusion en peso de
200 g como las dietas de esta tesis, el aporte de proteina de alta calidad varia en casi un tercio
a favor de las que no hemos utilizado. También deberiamos tener en cuenta que los peces al
igual que otros animales no son demandantes de proteina, sino de aminoécidos, pero trabajar

a este nivel experimental no era posible.
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Por un lado, se descartaron de partida otras opciones como era el uso de hidrolizados
de pescado provenientes también de descartes de la pesca, solubles, etc. por ser estos son
mas limitados en cuanto cantidades disponibles en el mercado global. A nuestro entender, la
disponibilidad anual en el mercado de este tipo de materias primas no se acerca a la gran
cantidad de materia prima que se necesitaria para poner una formulacién comercial en el
mercado y para cubrir la demanda del sector (cientos o miles de toneladas). Hay que tener
en cuenta que tan solo en Espaia la produccion de piensos para acuicultura ronda las 180.000
toneladas anuales, por lo que a una hipotética inclusién de una materia prima al 50 %, tan
solo para el mercado local harian falta algo mas de 90.000 toneladas (CESFAC, 2022),
aspecto esencial de la produccion de piensos que debe tenerse en cuenta. O que el salmén
que consume el 10 % de la produccion mundial de harinas de pescado necesitaria
incrementar esta cantidad anualmente en 126.000 t de harina y en 18.000 t de aceite de
pescado. Y cuando sus necesidades son en proteina, seria mucho mas razonable trabajar ese

incremento de demanda también en proteina dada reiteramos la variabilidad de porcentajes.

También se descartaron las harinas de krill, de calamar, etc. por su alto precio, escasa
disponibilidad en cantidad para ser consideradas una materia prima de base de los piensos
compuestos. También se descartaron, y sobre todo las harinas de krill antartico (Euphausia
superba) y del Calanus finmarchicus artico por considerarlas directamente poco sostenibles, ya
que su uso aumentaria la presion de las pesquerias industriales sobre la cadena trofica marina en
dos espacios de alto valor ambiental que creemos deben ser preservados de la industria
extractiva. Y reiteramos, las cantidades actualmente disponibles en el mercado ademas no serian
suficientes para poder ser considerados una materia prima base (de inclusion a mas de un 20 %

en las dietas) sin aumentar de manera insostenible la cuota de sus pesquerias.

No fue posible conseguir en su momento para realizar otro tipo de dietas y comprobar
estas diferencias harina de pescado de alta calidad o LT, o NorgeLT, lo cual reiteramos supuso
una limitacion —pero no un problema—. Y aunque hubiera estado bien tener diferentes
opciones, si se hubiera introducido esta harina de alta calidad en las dietas las hubiera alejado
del objetivo de formular unas dietas mas sostenibles al utilizar directamente recursos pesqueros
y no subproductos. Si hubiera sido interesante reiteramos poder comparar estas harinas LT frente
a las incluidas de menor cantidad proteica, y frente a los piensos comerciales, pero tampoco las
instalaciones en las que se ha desarrollado este trabajo permiten realizar experimentaciones con

un niimero mayor de dietas.
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VIII.2.2 La calidad de la harina de pescado en los piensos

La diferencia en la calidad de las harinas de pescado es un factor que no se tiene
normalmente en cuenta a la hora de formular dietas experimentales. Lo habitual es introducir
en su formulacion harina de la maxima calidad posible, como «patrén oro» de la industria
en las formulaciones experimentales — LT o NorgeLT— con mas del 70 % de proteina y

menos del 12 % de cenizas.

Asi, cuando en un trabajo cientifico, proyecto, u objetivo de sostenibilidad para el
sector se insta la sustitucion de la harina de pescado por otras materias primas mas
sostenibles, implicitamente el trabajo se estara refiriendo a este tipo harinas prémium de alta
calidad y més de un 70 % de proteina. El principal motivo de utilizar este tipo de harinas
prémium, o LT es equipar estas formulaciones experimentales a las formulaciones
industriales que usan en la medida de lo disponible en el mercado harinas de alta calidad.
Estas harinas se han convertido en el estandar o «patrén oro» de la industria acuicola por su
alto contenido en proteina (> 70%), excelente perfil de aminodcidos y digestibilidad cercana
al 90 % testada en vison, como lo reconoce en su pagina web la IFFO u «Organizacion de
Ingredientes Marinos», u organizacion de comercio internacional que representa a mas del
50 % de la industria productora de ingredientes marinos (IFFO The Marine Ingredientes

Organisation, 2022).

La composicion de los diversos tipos de harina tanto para las harinas de alta calidad,
como de baja se puede comparar en diversas fuentes, bien en publicaciones cientificas
(Oliva-Teles et al., 2022), o en publicaciones de la industria. Es interesante comprobar la
gran variabilidad posible de esta materia prima en diferentes paginas web y bases de datos
abiertas (enlaces en la bibliografia a las diversas fuentes): La Organizacion de Ingredientes
Marinos (IFFO), (IFFO The Marine Ingredientes Organisation, 2022); en las tablas de
ingredientes de la Fundacion Espafiola para el Desarrollo de la Nutricion Animal (FEDNA),
(Fundacion Espafiola Para el Desarrollo de la Nutricion Animal, 2022); o en las tablas
disponibles en Feedipedia, (Feedipedia - Animal Feed Resources Information System -

INRAE CIRAD AFZ and FAO, 2022a, 2022b).
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Recientemente el reemplazo de las harinas y aceites de pescado por otras materias
primas ha sido revisado por el profesor Oliva-Teles, (Oliva-Teles et al., 2015, 2022)
coincidiendo plenamente con las afirmaciones realizadas en dicho trabajo sobre la calidad
de las harinas de pescado, por lo que podemos afirmar que i) la harina de pescado no es una
materia prima homogénea, por lo que la calidad debe ser un factor determinante cuando se
considera su reemplazo con ingredientes alternativos. Y ii) su calidad depende del pescado
de origen que se use y del proceso de produccion lo cual resulta determinante del producto

final (Hua et al., 2019).

Esta diferencia de calidad entre unas harinas de pescado y otras de mayor calidad,
prémium, estandar o procesadas de subproductos presentan en su composicion varias
diferencias de importancia entre si, por un lado, en el contenido de proteina y por otro lado
en el contenido de cenizas del producto final. Asi las harinas de alta calidad contienen mas
de un 75% de proteina; entre un 8 y un 12 % de lipidos; y menos 12% de cenizas, frente a
las de baja calidad realizadas con subproductos de la industria conservera que contienen un

50-55 % proteina y entre 20-30 % de cenizas (Oliva-Teles et al., 2022).

La harina utilizada en las dietas realizadas para esta experimentacion se compré a
Hijos de Emilio Ramirez, S.A (Pescave) (Cantabria, Espafia) y tiene un valor de proteina de
aproximado dependiendo de lote de fabricacion de un 57-60 %, grasa bruta un 12 %
aproximado, humedad un 8 % aproximado y entre un 21-23 % de cenizas. Tiene una fecha
de consumo preferente de nueve meses y a peticion del cliente se le pueden incluir
antioxidantes autorizados por la Union Europea. En este caso en concreto se le solicito al

fabricante que expresamente no se incluyeran ningun tipo de aditivo, o antioxidante.

Si es relevante, esta diferencia de calidad en cuanto a la comparacion de este trabajo
con cualquier otro estudio, en el que en la composicion de sus dietas se haya incluido harinas
prémium, LT, etc., y no de subproductos, ya que en principio los factores de conversion y

tasas de crecimiento no serian trasladables en una comparacion directa.

Tampoco econdmicamente es comparable directamente el precio entre estas materias
primas de diferente calidad, siendo el precio medio que se refleja las bases de datos
disponibles, el de la harina de pescado proveniente de Peru, y de un 65 % de proteina
incluidos los costes hasta el puerto de destino por parte del vendedor (Index Mundi, 2022).

Esto se debe a la gran cantidad de estd harina peruana de disponible en el mercado global y
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a que las transacciones se quedan reflejadas de manera clara en precio y cantidad en las bases
de datos publicas de exportaciones e importaciones. Mucho mas dificil es acceder a los
precios de compraventa de las materias primas de origen local ya que estas no se registran

en bases de datos gubernamentales y quedan en el ambito particular.

De manera simple y como ejemplo entre dos dietas A y B, una con harinas de
subproductos (A) (58 % PC) y otra prémium (B) (70 % PC) en el que se incluyeran 200 g/kg
de harina en su formulacion, las harinas de subproductos aportarian una proteina cruda de
116 g/kg y las harinas prémium mas de 140 g/kg. En este clarisimo ejemplo, un mismo
porcentaje de inclusion de una «mismay» materia prima puede suponer dependiendo de la

proteina de las harinas prémium (> 70 %) mas de un 20 % de diferencia de partida.

Aun sabiendo todo lo expuesto anteriormente y que es valido no solo para las harinas
de pescado, sino también para cualesquiera otras materias primas, el patron de comparacion
mas usado por la industria y la investigacion para medir la productividad y sostenibilidad es
el indice de Conversion Alimenticia (ICA), —o en inglés “FCR”—. O lo que es lo mismo,
cuantos kilos de pienso necesito para producir un kilo de cabana ganadera

(independientemente de la especie).

Y es usado de manera general entre las diferentes especies cultivadas en acuicultura,

o de la acuicultura frente a otras ganaderias.
VIII.3 Las dietas y su conversion en biomasa de manera eficiente

Si bien el ICA es ampliamente usado por la industria y en la investigacion biologica
o economica (Fry et al., 2018a, 2018b), el trabajo realizado por Fry colaboradores ha
identificado al menos trece modos diferentes de evaluar la produccion, la eficiencia, el
rendimiento, y el uso de recursos de la acuicultura —ver Tabla S1 de los materiales
complementarios de (Fry et al., 2018a, 2018b)—. No solo es usado en la medida de la
eficiencia sino también en innumerables estudios supone el modo de entrada a los modelos
de prediccion por ejemplo del impacto ambiental de un sistema productivo a través de los
estudios del analisis del ciclo de vida (LCA), u otros similares. Este trabajo resulta
interesante desde el punto de vista de que hace un ejercicio critico con el ICA como medida
de la eficiencia de las dietas, y un intento de reemplazar este por la retencion de proteina y

calorias, para los animales de granja cultivados intensivamente.
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Pero no solo Fry y colaboradores realizan una critica sobre la forma de medir la
eficiencia de la conversion del alimento en cabafia ganadera —ya que es una medida
universal entre todas las ganaderias incluida la acuicultura—, otros autores también lo han

criticado con anterioridad (Bethke et al., 2013; Jobling, 1983).

Y también existe una critica a este tipo de estudios de critica como el realizado por
Fry y colaboradores como la que realiza acertadamente Tlusty et al., 2018 ya que es
practicamente imposible reflejar todas las condiciones existentes de cultivo y para todas las
especies, o zonas de produccion. Asi Tlusty et al., 2018 critica con acierto que no se tengan
en cuenta otros métodos de produccion no intensivos menos dependientes en los piensos
compuestos, 0 que tampoco se tengan en cuenta la alimentacion de los ejemplares

reproductores parte esencial del proceso de produccion ganadera.

Nuestra critica a Fry y colaboradores en este sentido es menos estricta, ya que se
hubiera solucionado indicando claramente en el estudio que la comparacion realizada es en
sistemas intensivos y que no incluye otros sistemas —extensivos, semi-intensivos,
integrados, policultivos, etc.—. En este sentido es necesario hacer una distincion clara entre
sistemas de produccién que necesitan alimentacion suplementaria y los que no hay aporte
por parte del ganadero o acuicultor (Cottrell et al., 2021). Sistemas que quizds son menos
productivos por unidad de superficie cultivada, pero también son menos intensivos en el uso

de los recursos necesarios para realizar una correcta alimentacion suplementaria.

A nuestro parecer Jobling, 1983 es bastante mds critico sobre la metodologia
empleada en los estudios de nutricién y en su trabajo, totalmente valido cuarenta afios
después ya expone claramente la dificultad de comparar los trabajos entre diferentes cultivos,
técnicas de cultivo, la terminologia o el valor nutricional de las dietas que se evaluan, que a
su entender —y en el nuestro— que lastran la comparacion entre estos estudios «no
existiendo puntos en comun para la comparacion» (Jobling, 1983). En este mismo sentido
debemos reiteramos en la validez de la revision que realiza Fry et al., 2018a identificando
en trabajos de investigacion trece medidas diferentes de la eficiencia de la cabafia ganadera

(Tabla S1 de los materiales suplementarios) entre ellos el FCA “FCR”.
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VIIl.4 La obsesion de la industria ganadera con el Factor de Conversion

Ciertamente parece que la industria ganadera estd comoda con el FCA o “FCR’
utilizado de manera general en la medida de su eficiencia y de la sostenibilidad de la
produccion, considerandose el patron oro, y su reduccidon un objetivo prioritario de la

industria, y de su sostenibilidad ambiental (Hasan & Soto, 2017).

Generalizando, el consumo de menos kilos de pienso para hacer un kilo de canal
puede que si suponga una reduccion de emisiones de gases de efecto invernadero, pero seria
muy razonable que se tuviera en cuenta el tipo de pienso que se utiliza, su contenido al menos
en proteinas y grasas, y su coste econdmico. Ya que, un kilo de pienso no es una cantidad
que se pueda usar como patrén de comparacion dada su variabilidad en composicion, calidad
de las materias primas, etc., y su influencia de estas en su composicion y por tanto en su
precio. Si ya es dificil realizar dicha comparacion entre piensos de acuicultura para diferentes
especies segun su nivel tréfico, mucho mas dificil resulta realizarlo con otro tipo de
ganaderias. Es tradicional por parte del sector mostrar este tipo de diagramas basados en el
factor de conversion para mostrar la mayor eficiencia de la acuicultura frente a otras

ganaderias, figura que adaptamos de Fry y colaboradores, Figura 68.

Adaptado de Fry et al., 2018. Indices de Conversion del alimento para diferentes especies
ganaderas

12
11

10

FCA "FCR"

Especies ganaderas ° Media

Figura 68. indices de Conversién del Alimento para diferentes especies ganaderas.
Adaptado de Fry et al., 2018
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Esta comodidad de la industria acuicola sobre todo de los salmdnidos y especies
carnivoras se plasma en premios como el del «Granjero del afo», “Farmer of the year’
otorgado por una conocida casa de piensos a nivel mundial al mejor desempefio en la
alimentacion de los centros de cultivo chilenos (Salmonexpert, 2022a, 2022b, 2022c¢, 2022d)
y la obsesion por obtener “FRC” histéricos queda plasmado también en otros medios de
comunicacion (Aqua Chile, 2017, 2019). Por el contrario, la industria acuicola de herbivoros
u omnivoros ya que tradicionalmente usa piensos menos densos en proteina y energia evita
dicha comparacion, al ser sus factores de conversion significativamente peores como se

puede comprobar en los datos presentados con anterioridad en la Figura 68.

Uno de los problemas con lo que nos hemos encontrado al realizar esta investigacion
es que muchos de los estudios realizados dentro de los pocos que hay es que se complementa
la alimentacion externa por el granjero, con la produccidn natural de los tanques de cultivo
por lo que en estos sistemas el uso del ICA es bastante limitado. A nuestro parecer el

principal problema del ICA es que es sencillamente «comparar peras con manzanas.

VIIL.5 La necesaria comparacion de los datos bioldgicos obtenidos en

este trabajo con otros estudios

Asi y por realizar una comparacion con los datos de este experimento con otras
producciones, y utilizando el citado ampliamente (casi 100 veces, mas innumerables descargas,
etc.) (articulo de Fry y colaboradores) como marco de comparacion mostramos la Figura 69
adaptada. Sirvan los datos de su Tabla 1, y de la tabla S5 de los materiales complementarios
adaptados en la Figura 69 de este trabajo (siguiente pagina), para ilustrar la gran variabilidad
entre las dietas de las especies analizadas en proteina, (el resto de factores no se analizan, como
energia) asi como la gran diferencia entre los factores de conversion del alimento entre estas

ganaderias.

En esta tabla, podemos observar los minimos, maximos y medias de los ICA del alimento
para un amplio nimero de especies, al final de la columna se han introducido los datos de dos
capitulos de esta tesis, el IV (con dorada) y el V (con liseta). Asi vemos cémo y esta remarcado
con un cuadro intenso, tanto el salmon atlantico, la tilapia o en nuestro caso la liseta tienen unos
valores muy similares si hacemos la simple cuenta de multiplicar el ICA medio por la cantidad

en g/kg de proteina en el pienso. Y valores muy similares, aunque los ICA difieren muchisimo
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para casi el resto de las especies. Excepto la vaca y la dorada (Espafia) que son en principio los

que necesitan mas de un kilo de proteina para convertirlo en un kilo de cabafia ganadera.

Figura 69: Adaptada de Fry et al., 2018 (Tabla 1, y de la tabla S5 de los materiales complementarios)

Datos usados para calcular la retencidn proteica y calorica para las cabafias ganaderas seleccionadas

Cantidad en el alimento

(2)

ICA ("FCR") Proteina cruda (%)
Minimo Maximo Media Minimo Maximo Media g proteina* kg‘l

Langostino (2 1,1 3 1,7
Anguila ? 1 2,5 1,5
Carpa 1,30 2,50 1,80 17,00 45,00 31,00 558,00
Pez gato @ 0,90 2,90 1,50 28,00 32,00 30,00 450,00

Salmén del atlantico @ 1,00 1,60 1,25 35,50 44,00 39,75 496,88
Trucha arcoiris 0,70 2,00 1,25 40,00 47,00 43,50 543,75
Dorada (Espafia) ! 2,20 2,20 46,00 1012,00
Lubina (Espafia) ! 2,30 2,30 46,00 1058,00
Tilapia @ 1,40 2,60 1,70 20,00 32,00 26,00 442,00
Mugilido (Corea) @ 2,00 3,00 2,50
Pezleche @ 1,60 2,70 2,00
Peces marinos @ 0,90 3,00 1,90
Pollo ™ 1,70 2,00 1,85 7,00 15,40 11,20 207,20
Cerdo ™ 2,70 5,00 3,85 18,00 23,00 20,50 789,25
Vaca ¥ 6,00 10,00 8,00 13,20 20,90 17,05 1364,00

Mjol (este estudio) ¥ 1,68 28,60 480,48
Dieta A (Ti3) © 2,64 33 871,20
Dieta B (Mar perla L) 1,94 56 1086,40
Dieta C (B40) ©° 2,54 28,60 726,44
Dieta D (B70) © 4,25 28,60 1215,50

ICA ("FCR" )= Factor de conversion del alimento

@ (Fry etal., 2018)
@ (Tacon & Metian, 2008)
(3)(Oliva-TeIes etal., 2022)

“En este caso los FCA mas bajos los presentan el rodaballo en Espafia (FCA=1), y el bacalao noruego (FCA=0,9)
Calculado del Promedio del ICA de las dietas A, B, y C Tabla 11 (Capitulo V)

) Mujol (este estudio)

¥ Dorada (este estudio)
No evaluado
No evaluado
No evaluado

Datos Tabla 8 (Capitulo 1V)
Grasas (%)*

Porcion comestible
Uso de FM/FQIFFO, etc.

Si estos datos los comparamos con las conversiones de nuestras doradas (todos

marcados en azul) vemos como hay muy poca diferencia entre las teéricamente bien

alimentadas del estudio de Fry y col., y las nuestras que recibieron una alimentacion

deficiente en MN y mN, asi como en cantidad. Y si bien parece que los mejores datos de
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conversion de gramos de proteina en el pienso a kg de dorada, los arrojan aquellas dietas que

funcionaron razonablemente Dieta A y Dieta C, y que eran muy bajas en proteina y grasas.

Por un lado, tenemos que nuestros mujoles son igual de eficientes que un salmon o
una tilapia y por otro que nuestras doradas son igual de no eficientes que las doradas de Fry

y colaboradores (que referencia a Tacon y Metian, 2008).

Por otro lado, nosotros hemos parado de realizar la comparacion evitando llegar al

factor de porcion comestible, o evitado realizar la comparacion entre grasas.

Y por varias razones. La primera de ellas es que entendemos y sirva de critica tajante
a este tipo de trabajos es que medir con precision no miden nada, asi los valores de porcion
comestible son absolutamente subjetivos y muchas veces se traen a este tipo de estudios de
manera descuidada (no es el caso del trabajo de Fry y col., pero si entendemos la produccion
ganadera como un modelo input — output en el que las entradas en este tipo de ganaderias
controladas no hay aporte externo de ningun tipo de alimento la calidad de la entrada (pienso)
es determinante, asi no podemos comparar entre dos kilos de pienso para dorada sin tener en
cuenta su formulacién y materias primas, MN y mN, y estos datos normalmente son
obviados en los estudios. Aunque tuviéramos esos datos de composicion el problema es que
debemos tenerlos en la misma unidad de medida, al igual que sucede con la formulacion de
las dietas de este trabajo. Asi y aunque de las dietas comparadas en los capitulos anteriores
Ti3, B40 y B70 y que ahora se traen a esta tabla 69 tenemos los datos de MN, no podemos
compararlas en energia, sin ajustar sus valores, ya que las dietas B40 y B70 no tienen
practicamente carbohidratos, frente a la dieta Ti3. Y si volvemos a los datos de la tabla 69
para el salmoén igual de eficiente que nuestro mujol o una tilapia, la composicion media de
las dietas para el salmon de engorde asciende a un 30 - 35 % de grasas (mejores o peores).
Osea, que, a igual proteina consumida para hacer un kilo de pez, el salmoén necesita cinco o

seis veces mas grasas y muchisima mas energia por descontado.

Por otro lado, y quizas lo mas preocupante de este tipo de estudios que es que no
tenemos analisis de composicion del animal entero. Asi hay excelentes trabajos para
animales pequefios (en peces no suelen ser de talla mas grande de 50 -90 g), y excelentes
trabajos son los del profesor Karapanagiotidis, (Karapanagiotidis et al., 2014, 2015, 2019).
Pero estamos lejos de tener una tabla real de las composiciones por ejemplo de una dorada

en todas sus etapas de desarrollo hasta su venta, que nos permita comparar cual ha sido la
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retencion de proteina y energia con un minimo de certeza. Primero porque nadie ha hecho
analisis de animales enteros reiteramos (ni de un pez, ni de una vaca), y segundo porque la
parte que desperdiciamos es casi mas en cantidad que la que aprovechamos. Asi para una
carpa comun Fry y colaboradores estima una porcién comestible de entre un 0,36 a 0,54 y
para un salmon de 0,58 a 0,88, pues esto sin duda esta mediado por la talla. Lo cual no es
incierto, ya que a mayor talla mejor conversion de canal a alimento. Pero al introducirlo en
este tipo de trabajos sesgamos sin duda los resultados, puesto que principalmente con lo que
nos estamos quedando es con la parte comestible o “8dible weight> que es el musculo, y que

tiene una composicion practicamente igual para todas las especies.

En este sentido el profesor Oliva-Teles y colaboradores hacen un excelente trabajo
respecto a analizar los requerimientos de proteina de innumerables especies (Oliva Teles et
al., 2019). A este trabajo la tnica critica que se le puede hacer es que establece la retencion
de proteina para el musculo asi «la ingesta de proteina esta linealmente relacionada con la
ganancia de peso, mientras que la retenciéon no» en unos valores de 187 g de proteina por
cada kilo de peso (que es la composicion de musculo) mas o menos estable. Y fija también

la eficiencia de la proteina cercana al 32 %.

Y los ratios de eficiencia de la proteina, o el metabolismo de las especies son muy
similares (Cowey, 1995; Oliva Teles et al., 2019; Winberg, 1960) aunque evidentemente hay
innumerables factores que pueden afectar a estos ratios, desde la cantidad y calidad de la
alimentacion aspecto que no nos vamos a cansar de reiterar, hasta las condiciones ambientales,
o la exposicion indeseable a patdgenos, situaciones de estrés, heridas, etc. Quizés el trabajo de
Lall & Tibbetts, 2009 sea uno de los que mejor recogen la complejidad de los factores que
afectan al comportamiento de la alimentacion en los peces, y por ende al crecimiento. Aunque
quizas en la eficiencia no haya tantas diferencias como recogen otros autores, o hemos podido

comprobar en los datos mostrados en la Figura 69, y en el analisis realizado.
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VIII.6 Los precios de los piensos para la acuicultura

Y aunque pudiera pensarse que estamos hablando de la biologia de las especies, este
capitulo estd integramente dedicado al andlisis econémico, y de ese aspecto estamos

hablando, de eficiencia y de conversion de los “inputs” en “outputs”.

Siendo dificil establecer que exista una composicion media para los piensos de
acuicultura incluso para una misma especie, y aun no siendo partidario de utilizar este tipo
de datos, los precios de los piensos, tanto los que se recogen en los datos del Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacion, asi como los obtenidos por comunicaciones personales
podemos establecerlos de la siguiente. Y antes de la guerra de Ucrania y el COVID19, o

ahora.

Para los piensos de dorada (MAPA & Subdireccion General de Medios de
Produccion Ganaderos. Area de Alimentacion Animal, 2021; Subdirecciéon General de
Medios de Produccion Ganadera. Area de Alimentacion Animal, 2022) se puede establecer
un precio medio antes de 2019 de 950,00 € / t; para los piensos para herbivoros como la
carpa o la tilapia estos varian alrededor de un 25 % menos precio, por lo que podriamos
estimar que para 2019 seria un precio medio de 780,00 € / t. Después de los acontecimientos
geopoliticos negativos de estos tltimos afios podemos estimar una subida media de un 30 %
por lo que actualmente estariamos hablando de un precio en Espafia de 1250,00 € /t para
dorada y de actualmente 1000,00 € / t para herbivoros. Si consultamos otras fuentes para
otros paises del area mediterranea que su acuicultura ha despegado recientemente como es
Egipto, los datos obtenidos por comunicacion personal para piensos de aproximadamente un
30 % de proteina, antes de 2019 era de unos 572,00 € /t , y actualmente con unas
fluctuaciones muy grandes alrededor de 740 — 790 € /t, mientras que el pienso para dorada
no varia respecto a Espafia y su precio es de actualmente unos 1239,00 € (quizas debido a

que sea principalmente importado por casas de piensos europeas).
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VIIL.7 Integracion con los datos de produccion con los precios de los
piensos. Analisis de los costes de la alimentacion Espana - Egipto para
la produccion piscicola de diferentes especies. Evaluado en dos
escenarios: pre-COVID19 y guerra de Ucrania, y actual (a 8/2022)

Si estos datos los ponemos en conjunto con los datos de la Figura anterior, podemos
hacer un sencillo analisis de coste de la produccion de tilapia y similares frente a una
produccion de dorada en Espaiia (atendiendo solo al factor alimentacién) Asienla Tabla 16
se muestran los datos del precio de producir un kilo de pez antes (2019) y post pandemia,

guerra de Ucrania, etc.

En esta Tabla 16, podemos ver como el precio de la proteina por kilo es muy similar
para ambos tipos de dietas, paraddjicamente resulta mas cara en proporcion el kilo de

proteina en Espafia para producir peces de bajo nivel trofico (3,33 €/kg) frente a (2,84 €/kg).

Sin duda la ventaja competitiva para las empresas ubicadas en Egipto es que para las
dietas de Tilapia y similares pueden utilizar subproductos o cereales locales, mientras que si
intentan cultivar dorada esa diferencia se diluye debido a que tienen que importar materias
primas como el aceite y las harinas de pescado, o directamente los piensos (que tendrian un
coste igual) mientras que en la fabricacion de piensos para Tilapia tienen un 25 % de margen

de menor coste del pienso. Esto en produccion es mucho.

Por otro lado, estas especies (tilapia, mujoles, etc.) también toman ventaja de otros
sistemas como el biofloc, o el alimento natural de los estanques por lo que creemos que el
ICA o FCR es aun menor. Y en parte explica tanto porque los paises menos desarrollados se
pueden permitir incrementar su produccion frente a los paises que tradicionalmente cultivan

carnivoros y que se hayan estancados.

Por otro lado, estos costes para la dorada en Espafa estdn muy cerca de los precios
minimos en origen para la especie o de los precios minimos para los mayoristas lo que
supone un riesgo financiero y una posibilidad muy cercana de vender a perdidas. Datos de

precios de venta no mostrados (extraidos de las estadisticas de Mercamadrid (Mercamadrid,

2022).
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Aunque se pudiera pensar que incluir materias primas de muy bajo coste como las
levaduras de desecho en las formulaciones de las dietas haria reducir su precio y por ende
hacer estas dietas mas rentables, depender de terceros fabricantes implica aceptar un precio
no solo por el importe del coste en el mercado de las materias primas, sino también por sus
servicios, instalaciones, Know-how, etc. y los costes de producir en un pais desarrollado
como Espana, este aspecto necesita de un mayor estudio y profundizacién pero como ya
comentamos con anterioridad, no existe ningin estudio de la cadena de valor de los piensos

en acuicultura, aunque estos suponen mas del 50 % de todos los costes.

Tabla 16: Analisis del coste de la alimentacion de producir tilapia y
similares o dorada en Espana o Egipto (2019, pre COVID) y ahora (8/2022)

Precio de piensos engorde (€/t) 2019 2022
Egipto Dorada 1.239,00 €
Tilapia y similares 572,00 € 750,00 €
Espana Dorada 950,00 € 1.250,00 €
Tilapia y similares 780,00 € 1.000,00 €
Precio €/ kg proteina 2019 2022
Egipto Dorada 2,82¢€
Tilapia y similares 1,91 € 2,50 €
Espana Dorada 2,16 € ’ 2,84 €
Tilapia y similares 2,60 € 3,33 €
Precio pienso /kg pez FCR*
Egipto Dorada 2,2 sin dato 2,73 €
Tilapia y similares 1,7 0,97 € ’ 1,28 €
Espana Dorada 2,2 ’ 2,09 € 2,75 €
Tilapia y similares 1,7 1,33€ 1,70 €
Este estudio Chelon labrosus 1,7 1,29 € 1,62 €
950€/t**

*(Fry etal., 2018)
**Precio dado por un fabricante de piensos europeo para dieta B70 (2022)
*** Precio Dieta B70 (25 % menos del precio 2022)
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1.1 Las levaduras de desecho como materias primas en
pisciculturay el estado inmunitario de los peces

Siendo necesario quizas una mayor profundizacion en algun aspecto de este trabajo,
pero también siendo consciente de que no se pueden abordar todo el campo que abarca este
texto con la misma profundidad, los resultados obtenidos en la parte bioldgica se dan por

discutidos en su mayor parte en cada capitulo.

Aunque en principio el factor de tanta inclusion de levaduras en las dietas se pensaba
que podria ser un factor a tener en cuenta en cuanto a la salud de los peces, o la falta de
aditivos en las dietas, vitaminas, minerales, etc. Ya que las formulaciones se redujeron al
minimo de mN, y no afiadieron aditivos, y tan solo se aportaron los mN que vienen de natural
con materias primas que componen las dietas, una pequefia cantidad de microalgas, y ningiin
elemento mas que pudiera distorsionar la realidad de validar las levaduras como materias
primas para dietas para piscicultura. Este modo de formular parece que no ha tenido una
influencia negativa en general en los peces (recordemos que las dietas industriales si llevan
aditivos). Por el mismo motivo que se le exigid al proveedor que no incluyera antioxidantes,
anti-fingicos, etc. que las dietas industriales si incluyen. A veces la salud no nos la da lo que

comemos, sino lo que no comemos.

Anteriormente tampoco habia habido problema con las levaduras de desecho, ni se
habian detectado factores antinutricionales, promotores o depresores del sistema inmune de
los peces por esta gran cantidad de inclusion. Pero extraer conclusiones es dificil ya que
tampoco son unas dietas secas extruidas de las que normalmente se utilizan tanto en las
piscifactorias como en la investigacion. Sin duda queda mucho camino por recorrer en este

sentido.
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I11.2 Las harinas de pescado su sustitucion y la salud de los
peces

Este aspecto si quedaba pendiente de valorar, ya que la sustitucion por harinas de
subproductos es cada vez mas habitual en las dietas industriales, pero en una cantidad
reiteramos indeterminada. Actualmente el sector usa un 35 % del total de las harinas de
pescado provenientes de subproductos, pero eso es una cantidad global y no individualizada
por especie. Quizas sean mas utilizadas en peces con requerimientos nutricionales menos
exigentes como las tilapias o peces gato, lo cierto es que los piensos de alevinaje o
reproductores no prescinden de las harinas de alta calidad o LT, Prime, etc. Siendo necesario
abordar aunque sea en ultima instancia su rol en la salud de los peces de manera general, ya
que en los experimentos realizados tampoco se ha detectado ningun factor antinutricional o

depresor del crecimiento por su uso.

El valor de la cantidad proteina y la calidad reflejada en la suma de aminoacidos de la
composicion de las harinas de pescado ha sido evaluada numerosas veces en diferentes
estudios y revisiones, aunque no es objeto de esta tesis hacer una revision de su composicion
y caracteristicas. El factor que entendemos relevante para este trabajo —y que es necesario
reflejar— es la mayor limitacion que existe para su uso en los piensos compuestos: Su
disponibilidad en cantidad, y también en calidad. Diferentes especies de peces, crustaceos,
moluscos bivalvos, etc. y dependiendo de la fecha de su captura van a producir diferentes
perfiles nutricionales de harinas. Sirva de claro ejemplo de esta variabilidad de las harinas
de pescado como materias primas la publicaciéon de Valverde et al., 2013. En esta
publicacion se evaluan los perfiles de composicion de diferentes harinas de especies marinas
—incluido los mujoles— para buscar posibles fuentes proteicas para las dietas de
cefalopodos (altamente exigentes en sus requerimientos nutricionales). Estudio que concluye
de manera acertada que es la complementariedad con otras materias primas, y la adiccion de
aminodcidos cristalinos a las dietas la mejor de las soluciones para cubrir el perfil nutricional

requerido (Valverde et al., 2013).

Otros trabajos evaluan la diferente calidad de las harinas de pescado para la dorada
(Aksnes et al., 1997; Deguara, 1997; Vergara et al., 1999), o en salmon atlantico (Mundheim
et al., 2004; Pike et al., 1990; Stewart Anderson et al., 1993). Pero es dificil comprar entre

estos trabajos y los actuales por los grandes avances e innovaciones en la fabricacion de
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piensos que ha hecho el sector acuicola en las tres Gltimas décadas. Pike, 1992, por ejemplo,
refleja el escaso éxito y bajos rendimientos de la sustitucion de harinas de pescado por
materias primas vegetales, aunque tan solo 30 afios después, la sustitucion por vegetales es
una realidad industrial, y gran parte de los factores que la limitaban se han superado. Factores
limitantes que provenian fundamentalmente de compuestos antinutricionales que presentan
en su composicion las materias primas vegetales, y que, mediante su tratamiento térmico, o

procesado se han mitigado (Francis et al., 2001; Krogdahl et al., 2022).

También dificulta realizar una comparacion las diferentes formas de fabricacion de las
dietas evaluadas en algunos de estos trabajos. Asi se prueban piensos extruidos (mas densos
en energia y con mayor cantidad de grasas) frente a piensos peletizados producidos con
tecnologias no tan avanzadas y que dificultaban la inclusion de materias primas ahora
comunes en la formulacion de las dietas industriales para peces carnivoros como es la soja
(Vergara et al., 1999). Otra dificultad para comparar estos trabajos es que las harinas
evaluadas son muy similares con digestibilidades testadas en vison, de entre un 85 % y el 90
% y en ningiin momento utilizan harina de subproductos. Incluso se prueban mezclas de
estas harinas de buena calidad y estandar con diferentes niveles de inclusion de aceites de
pescado que se incluyen en las dietas en una cantidad elevada, asi en Mundheim et al., 2004.
la cantidad de proteina supera el 40 % en todas las dietas y las grasas rondan el 30 % de la
composicion —tanto en las de alta calidad como en las de calidad media—. Igual sucede
con las dietas de Vergara et al., 1999 en las que la proteina alcanza del 48 al 50 % y los
lipidos oscilan entre un minimo de un 15 % y un méximo de un 28 % en las dietas extruidas.
Esto reiteramos atendiendo a los estdndares de oro de la industria para la harina de pescado
de baja temperatura, y los altos requisitos como carnivoros de las especies utilizadas en estos

trabajos —el salmon atlantico y la dorada—

En todos estos trabajos citados con anterioridad se recogen pequefias ventajas en el
crecimiento a favor de las harinas de mayor calidad y mayor digestibilidad. Y aunque no se
trata de hacer una revision extensa sobre la calidad de las harinas de pescado, sin duda esta
mayor calidad influye sin duda en el crecimiento. Del mismo modo la modificacion en el
balance de aminoécidos por el uso de unos perfiles proteicos u otros al seleccionar las
diferentes materias primas puede influir en la salud de los peces, en otros animales o en la
de las personas (Andersen et al., 2016; Kim et al., 2006; Li et al., 2009; Oliva-Teles et al.,
2022; Wu, 2013).
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Resumen

Aunque los cambios en las relaciones entre la composicion de las materias primas en
proteina y aminodcidos en la salud no son absolutamente claras, es mas patente el deterioro
de la salud cuando se modifican los perfiles de aminoacidos de materias primas en este caso
animales y marinas (harinas de pescado) por perfiles de proteina de las plantas en la que la
composicion entre ambas materias primas difiere de manera relevante, produciéndose un
deterioro de la salud de los peces en algunos casos, y en otros no (Oliva-Teles et al., 2022),
y no es tan relevante cuando lo que se modifica es entre diferentes tipos de harinas de

pescado (que tienen mayor similitud en su composicion de aminoacidos).

En este caso el perfil de aminoacidos de las harinas de subproductos no lo podemos
considerar el mejor, pero si suficiente ya que los peces no han tenido mayor problema en
crecer. En las dietas formuladas durante este trabajo la cantidad de proteina que aporta la
harina de pescado de subproductos frente a las formulaciones de otros estudios o las dietas
industriales hay que decir que es reducido, aproximadamente un 30 % de la cantidad de
proteina, siendo el resto proteina de las levaduras de desecho. Por eso debemos reiterar que,
y aunque es necesario poner de manifiesto estas diferencias en la calidad de las materias
primas no se considera un aspecto relevante que haya influido en el crecimiento mayor o

menor de los peces durante los experimentos.
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111.3 La valoracion bioeconomica de las dietas

Aunque es parte necesaria y fundamental de todo analisis econdomico en acuicultura la
parte de la formacion de los precios de los productos que el acuicultor va a poner en el
mercado, su competencia con los precios de los productos pesqueros, etc. Ha sido imposible
por extension incluir esa parte del trabajo que esta en parte hecho, pero que faltan algunos
datos (dificiles de conseguir) para que su integracion con los datos de produccion permita
hacer algin analisis mucho mas exhaustivo. En definitiva y aunque los mujoles en el
mercado minorista en nuestro pais tienen un precio que podriamos considerar alto. Ya que
un mujol de estero tiene un precio que ronda los 10 € / kg, el secreto estadistico sobre su
produccion, o la falta de comunicacion de los datos por los productores, u otras causas, como

podria ser una mala comunicacion de los datos.

En Andalucia al afio se comercializan aproximadamente 50.000 kg de mujol con un
precio en origen de 2,59 €. Y reiteramos su precio de comercializacion al detalle son mas de
10,00 € normalmente. Por lo que hay un escaléon donde entra la parte de los mayoristas
mucho mas amplio que para otras especies pesqueras o de acuicultura, sin que por ahora se
hayan conseguido datos coherentes que faciliten una explicacion. Quizas como Seneca en su
anécdota recogia se deba a los precios de subasta fruto de que algunos locos estan dispuestos
a pagarlos a un precio alto en el mercado. Por lo que este aspecto necesita mas trabajo. Ya

que seria interesante integrarlo con el andlisis realizado.
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IV. Conclusiones

Angullla ﬂﬂg”illﬂ (Linnaeus, 1758)

(latin anguilla, nombre del pez) (Barriuso, 1986)
Rio Guadalquivir (La Horcada) - 1998 (Foto: A. M. Arias)
Derechos cedidos por M. Arias, www.ictioterm.es
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A la vista de los resultados cientificos obtenidos podemos concluir que:

1.) El Chelon labrosus es una especie excelente para la acuicultura entendida de otro modo
gue la que actualmente se viene realizando en Espafia, asi su manejo y requerimientos
nutricionales parece que se adaptan mal a las dietas con alto contenido en energia mas

parecidas a su alimentacion natural.

2.) El manejo zootécnico del C. labrosus difiere del tradicional que se realiza con especies
carnivoras y es dificil alimentarlos en la superficie, por lo que se recomienda que no se usen

piensos flotantes en su alimentacién.

3.) La mayor limitacidon para la expansion de su cultivo es la falta de adaptacién a los
sistemas super-intensivos, y la falta de dietas industriales en el mercado. Cuando las dietas
son aceptadas y suministradas en una cantidad equilibrada son capaces de crecer al mismo

ritmo que otras especies de la acuicultura mediterranea, incluida la dorada.

4.) La falta de agresividad y ninguna tendencia al canibalismo lo hace una especie
interesante para su cultivo desde el punto de vista de reducir la transmision horizontal de

patégenos entre los ejemplares estabulados.

5.) La liseta y la dorada confirma que son especies resistentes incluso en condiciones de
alimentacion sub-optima y capaces de montar una adecuada respuesta inmunitaria en
condiciones de restriccion de recursos nutricionales tanto en macronutrientes como en
micronutrientes. E incluso frente a un patégeno oportunista como T. soleae aun siendo

alimentados deficitariamente.

6.) Hasta la fecha la maxima inclusion de levaduras de desecho se ha conseguido establecer
en un 62,5 % sobre peso humedo, junto con un 20 % de harinas de subproductos del sector

conservero de bajo nivel proteico, y un 6,5 % de aceites de pescado del mismo origen.

7.) La valoracién econdmica de la sustitucién de las harinas de pescado realizada por
inclusion de subproductos del sector cervecero es satisfactoria. Aunque hay que reconocer
que determinados aspectos de la sostenibilidad del sector piscicola necesitan ser
abordados con mayor profundidad, ya que de estos cdlculos depende la medida correcta
de la sostenibilidad de la industria, que a veces puede ofrecer una sin querer una medida

sesgada.
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