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Produccion mundial de pescado
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- La acuicultura supone casi el 50 % de la produccion total

- Europa esta en torno al 5 % de la produccion acuicola mundial

- Espaia supone aproximadamente el 10 % produccion acuicola de Europa
(mejillon) por detras de Noruega que supone el 40 % (Salmoén)



Variacion en la produccion de pescado a lo largo del tiempo
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Expectativas al 2025
Figure 3.6. Aquaculture production and capture fisheries
"f' m Aquaculture £ Capture for human consumption @ Capture L‘q

r
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Note: "Capture for human consumption refers” to the Capture producnon excluding ormamental fish, fish destined to the production of

fishmeal, fish oil and other non-food uses. All aquaculture production is assumed to be destined to human consumption,

Source: OECD/FAQ (2016), “OECD-FAO Agricultural Qutlook”, OECD Agriculture statistics (database), http.//dx.doi.org/10.1787/agr-data-en,
StatLink sgw http.//dx.doiorg/10.1787/888933381641

Segun FAO: Las previsiones anuncian que la produccidon pesquera mundial podria alcanzar
los 195 Mt en el 2025...
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Expectativas al 2050

World population
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Rising demand for fish and seafood products
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La acuicultura. Sostenibilidad

2. Impacto ambiental de la produccion de harina de pescado

Biomasa peces > Biomasa harina de pescado

Necesidad de pesca
para su fabricacidn

[ Contaminacion de las fdbricas de harina de pescado}

Segun la FAO, la contaminacion de una planta de harina de
pescado equivale a la contaminacién que generan los residuos
provenientes de una poblacién de 1.000.000 de personas.




La acuicultura. Sostenibilidad

Busqueda de fuentes no convencionales de proteinas

/Caracferisficas :
Sostenible Harina de soja
Renovable Harina de arroz
Disponible Harina de maiz _ s ..
J e

Compiten con el consumo humano
Efectos negativos en el pez

4 Nueva alternativa: las algas A
Rdpido crecimiento
No compiten con consumo humano

K Bajo coste de produccion. Posibilidad de crecer en efluentes -




La acuicultura. Sostenibilidad

Sustitucion harinas de pescado en la acuicultura supondria:

- El desarrollo acuicultura no se obstaculizase por limitaciones
harinas de pescado y precios

- No causaria presion excesiva sobre poblaciones de pequenos
pelagicos.
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INFLUENCE OF FUNCTIONAL FEED ON
HOST

GROWTH

IMMUNE SYSTEM

FATTY ACIDS
PATTERNS

METABOLIC
MARKERS

DIGESTIVE SYSTEM



BIOMASA DE ALGAS: BIOFILTROS Y FUENTE DE SUSTANCIAS DE INTERES
ALIMENTARIO, AGRONOMICO, ACUICOLA, COSMETICO Y ENERGETICO

ECOFISIOLOGIA —

Radiacién Solar
Temperatura
Nutrientes
Hidrodinamismo

Efluente

PISCIFACTORIA

|

Efluentes de
peces

N

depurados:
vertido, riego
(agricultura,

MACRO-Y MICROALGAS
COMO BIOFILTROS

campos de golf,
jardines)

ENERGIA RENOVABLE
Biodiesel , Bioetanol
Biogas, Hidrégeno

USO AGRONOMICO
Bio-estimulantes para el
crecimiento de plantas

|

BIOMASA DE ALGAS

/

SALUD, NUTRACEUTICO Y

COSMOCEUTICO
Fotoprotectores (filtros UV)
Antioxidantes

N

\

MICROBIOLOGIA Y
GENETICA
Estrategias terapeuticas
contra enfermedades,

Pre-y Probidticos

ALIMENTACION FUNCIONAL
Antioxidantes
Inmunoestimulantes

Vitaminas

=0 H
A0 3 AICH,
EocH

alimentos funcionales

ACUICULTURA PISCICOLA
Inmunoestimulantes,




LA ACUAPONIA COMO ALTERNATIVA PARA UNA
PRODUCCION ACUICOLA Y AGRICOLA MAS SOSTENIBLE

Recirculating aquaculture system Simple hydroponic unit




Ventajas

« Disminuye el consumo de agua

* Minimiza el vertido de desechos

« Valorizacion de los residuos

« Mayor control sobre patdgenos: menor uso de antimicrobianos
« Apto para produccion a pequefia y mediana escala

« Realizable mediante criterios de produccion ecologica

Desventajas

« Consumo energético de las instalaciones
« Mantenimiento complejo e intensivo
 Dificil llevar a gran escala

The biological components in the aquaponic process: fish, plants and bacteria

Hlustration of a small deep water culture unit using standalone filtration

';Q Fish producing waste
BT mciung Ny

Bactena convesting
ammonia 1o nkrate

Plarts utizing

Oxygen for plants
= e = ang fish
Fish tank



Objetivo general
Optimizacion de la produccién acuapdnica de lisas y fresas y/o
lechugas y de los sistemas de biofiltracion basados en consorcios

bacterias-microalgas que seran empleados en la produccién de
piensos funcionales para los peces

—
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ESQUEMA SIMPLIFICADO




La acuicultura. Sostenibilidad

f

ESPECIES } N \
PROPUESTAS | w 3 2

Ulva rigida

Gracilaria cornea | |
| \(Chlorophyta)

(Rodhophyta)

v'Buen perfil vitaminico ;Eie minerales esenciales
v'Ricas en dcido ascérbico o vitamina C, relacionada con el
metabolismo lipidico y con el sistema inmune.

v'Pueden elevar su contenido proteico si se cultiva en medios ricos

en nitrdgeno.



La acuicultura. Sostenibilidad

Scenedesmus almeriensis (Chlorophyta)

~

Rdpido crecimiento
Alto contenido proteico

Alto contenido en vitamina C

Alto contenido en lipidos




Cultivo de las algas y fabricacion del pienso

Ulva rigida y Gracilaria cornea

Efluente

20-200 uM NH,*

Pulverizacidn
y mezcla para
obtencion del
pienso




La acuicultura. Sostenibilidad

1. Impacto ambiental del vertido de efluentes de piscifactorias.

Sistemas IMTA
BIOREMEDIACION
Agua de mar Comida
Productos de alto depurada
valor afiadido:
Las algas

EFLUENTE
ricoen NH,*y PO,"

Filtro
mecanico

Nivel trofico inferior



BIOFILTRATION OF FISHPOND EFFLUENTS BY USING IVIACROALGAE AND THE USE ALGAL BIOMASS

AS FUNCTIONAL FEED

PROXIMAL CHEMICAL COMPOSITION
SEAwiTER " ' -.,_4' Alga and food composition were

Ulva rigida
(Ch!orophyta)

determined following standard
procedures (ADAC).

BIOFILTRATION OF THE FFLUENTS

The biofiltration capacity of Ammonia and
Phosphate was evaluated

NUE: Nitrogen uptake efficiency(%)
NUR: Nitrogen uptake removal (mmol m2h-1)
PUE: Phosphate uptake efficiency (%)

A PUR: Phosphate uptake removal (mmol m2h?)

*Ulva rigida



BIOFILTRATION OF THE EFFLUENTS

Yield

Ulva ngida | Hydropuntia
comea

Algal yield (g DW m2d-") [25.0=5.0 |49.0=17.9

™~

Nitrogen biofiltration

Ulva rigida | Hydropuntia
cornea
Ammonia flow E2+31 36+23
(mmal h-1)
NUE (%) 912104 991x24
NUR{mmaol m-= h-") 270=98 | 182 114

Phosphate biofiltration

Ulva rigida Hydropuntia
carhea

Fhosphate flow 07+£02 24+08
-1 The two species filtere oth nutrients. Biofiltration capacit
(mmol h-1) h p fil d both fil pacity
o _ was higher in H. cornea than that in U.rigida. Ammonium
EEE?{D} 2 ) 352]:'2_ ?'g% ?giiéj biofiltration rates were significantly higher than that of

mmaol m—=n- 2 E. A= U

rate but it can be also store as N-compounds for metabolic
activities.

phosphate. Nitrogen assimilated is used to maintain gmwth/



Cultivo de las algas y fabricacion del pienso

Scenedesmus almeriensis

- ' . Fotobiorreactor tubular i ‘

u,mﬂ'f; vertical i :w-’
' t"‘%
Ny

Piensos para peces

Liofilizacion

Instalaciones de las Palmerillas
(Universidad de Almeria)




Composicion quimica de las algas, dietas y peces

Métodos estandar oficiales de analisis (AOAC, 19"95)

/Se determino:

- Carbono y Nitrdogeno total
- Contenido en proteina (factor conversién 6,25)

- Humedad
- Ceniza

- Lipidos (Método de Folch, 1957)

Cloroformo-metanol

~Acidos grasos (Método de Christie, 2003)

Separados por cromatografia gaseosa

4




Toma de muestras

Crecimiento h

WG-incremento peso (%) = [(peso final - peso inicial) / peso inicial] x 100
SGR-tasa crecimiento especifico (% dia!) = 100 x [(In peso final) - (In peso inicial)] / periodo experimental
\If:facfor' de condicion (%) = peso pez / longitud del pez3) x 100

/

4 . .
‘Tasas de conversion del alimento

FCR-tasa de conversién del alimento = alimento seco ingerido / peso ganado

PER-tasa de eficiencia proteica = peso ganado / ingesta de proteina

.

/ 4 o & g 0 \ | ‘ .‘
Indices somaticos =
o

HSI-indice hepatosomatico = (peso higado / peso corporal) x 100

VSI-indice viscero-somdtico = (peso visceras / peso corporal) x 100 o

\_ Y, -




Toma de muestras

/Sis‘l'ema inmune innato

Humoral:
Actividad hemolitica del complemento
Actividad lisozima *

Celular:

Actividad del estallido respiratorio * /

* Solo en algunos experimentos

Higado y mdsculo
Perfil dcidos grasos

Intestino

Microbiota intestinal




Electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante

Extraccion de ADN| _—__, [PCR s |DGGE

Martinez et al. (1998)

=l ¢ Cola GC Cebador -968-F
A

“ ‘r‘ At ‘ i i \-g‘.n:' ::'A R )

CIALGOGAGUCAGTAGT Y

_Cebador 1401-R

3 GTATTACCGLGHCTOETGM

goducto de PCR: La separacion

de las bandas depende de la

secuencia (contenido en GC).

desnaturalizante

Las bacterias con alto contenido

en GC llegaran a la parte inferior

= . ‘

: del gel /
Que ocurre :Que se ve




Electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante

Indices

1.- Rigueza especifica : numero de bandas
2.-Riqueza de rango ponderado (Rr) (Marzorati et al., 2008)

Rr=(N2x D)

donde N representa el numero total de bandas de la calle a analizar,
y D, representa el gradiente desnaturalizante comprendido entre Ia
primera vy la ultima banda de la calle analizada

3.- Curvas de Lorenz y coeficiente de Gini (Mertens et al., 2005; Qi
et al., 2009)

G = 1-[(N+1)/N] = [(2/uN2)*3N._, ix]

donde N = numero de especies
Xi = abundancia de especies
U= media de las abundancias



Concentracion de amonio en heces

/La concentracion de amonio de las heces\
se determind por cromatografia idnica a
través del Servicio de Fotobiologia de los

Servicios Centrales de Apoyo a |la

\Inves‘rigacic’m (SCAI) /




Resultados y Discusion



Experimento 1 (E1

Ulva rigida

15% 25%

v'Duracidn: 60 dias.

v'Ndmero de ejemplares por tanque: 15
v'Toma de muestras: tiempo inicial y final

v' Las macroalgas fueron crecidas en efluentes




E1l. Composicion quimica de las algas

ALGAS Humedad Lipidos totales Proteinastotales Carbohidratos Ceniza
v. r/:qia'a 14,35+0,2 1,88 £ 0,04 16,91+ 0,42 4941+0,13 17,45 + 0,71
G. cornea 10,74 + 0,05 1,43 +0,01 13,50 + 0,30 41,66 + 0,11 32,67 +0,95
e ————
U. rigida G. cornea

Acidos grasos \
4 SFA 65,09 +0,23b

C16:0 55,40+ 0,12°b

MUFA  17,22+0,27°
| C18:1n9  7,64:0,03°
PUFA  16,46:0,23b
| C20:4n3  6,10:0,01°

C20:4n6 0,48+0,1°
€20:5n3  0,42:0,30 B c20:5n3  0,71:0,09

€22:6n3 0,710,05/ €22:6n3 0,8310,(y

El perfil de dcidos grasos de ambas algas cubren las necesidades nutricionales de la dorada

Acidos grasos \
SFA 54,67 +0,13¢

C16:0 50,89 + 0,13¢

MUFA 20,58 £ 0,3
C18:1n7 7,96 £0,10°
PUFA 24,75 +0,31°
C18:2n6  7,96+0,03P

C20:4n6  0,03+0,01¢




E1l. Perfil de acidos grasos de las dietas

UL-5 UL-15 UL-25 6R-5 6R-15 6R-25
41,17+0,26141,18+0,26 41,12+0,23 41,18+0,21§41,18+0,44 41,61+0,32 41,55+0,25
26,04+0,48126,09+0,43 26,43+0,31 26,29+0,24826,12+0,24 25,93+0,46 25,97+0,44
0,14+0,02 § 0,16+t0,03 0,16+0,02 0,15+0,04 § 0,16+0,03 0,16x0,02 0,15+0,01
7,23+0,11 § 7,25+0,22 7,12+0,13 7,08+0,16 § 713+0,12 7,15+0,17 7,21+0,13
12,87+0,231113,00+0,28 12,93+0,23 13,08+0,24912,91+0,26 12,88+0,11 12,95+0,23
25,91+0,231126,22+0,18 25,95+0,22 26,04+0,21826,04+0,12 26,02+0,23 25,96+0,12
6,88+0,15 | 651+048 6,50+0,12 6,49+0,23 §6,66+0,27 6,44+0,19 6,52+0,21
3,77+0,32 | 4,02+0,31 3,99+0,24 4,01+0,22 § 3,91+0,13 4,04+0,32 3,98+0,23

DHA/EPA| 1,78+0,04 § 1,79+0,15 181+0,11 185+0,10 §1,79+0,03 1,80+0,09 1_80+0,14




E1. Parametros del crecimiento

Tratamiento

Control UL-5 UL-15 GR-5 GR-15 GR-25

Peso inicial (g) 13,9£0,2 13,6 £0,5 13,9 £0,8 13,3 10,1 13,9£0,3 149+10,1
Peso final (g) 28,7+0,3%*126,6 £0,3%* 256+2,3° 26,6+0,3% 27,7+0,1% 27,8+1,2%
Longitud final (cm)} 11,5+0,1 11,3£0,1 11,2 £0,3 11,5+0,7 11,3+0,3 11,1 £0,7 11,5+0,2
WG (%) 106,2 £0,1 | 959%+9,5 839+6,4 112,3+11,4§99,0+20,1 99,2+£5,3 85,1+8,1
SGR (%) 1,13+0,01 § 1,05+0,08 0,95+0,05 1,17+0,08 §1,07+0,16 1,08+0,04 0,96=*0,07

FCR 1,60+ 0,06 2*f1,73+0,21% 1,90+0,052 1,81+0,28*|,99+0,51% 1,87 +0,103 2,13 +0,182
PER 1,44+0,012)1,34+0,08 1,09+0,12° 1,35+0,07* 1,28 +0,152 1,20+ 0,063 1,08 + 0,07 °

CY (%) 88,555,111 90,70+0,62 90,31+1,0 90,64 £0,95 §90,63 £1,15 90,03+1,19 90,34 £1,09
K 1,88+0,06 § 1,82+0,03 183+001 183+0,03 §1,83+0,02 1,78+£0,07 1,83+0,02

HSI (%) 1,79+0,24211,57+0,18° 1,34+0,26¢ 1,17+0,179 §1,55+0,20°> 1,33+0,17¢ 1,16+0,18¢

VSI (%) 6,79t094 f 635+1,21 6,34+0,63 5,88+083 §6,72+1,13 6,44+0,78 6,13£0,62




E1l. Composicion quimica de los peces

C°;':|Fi’r‘:f;‘:;°" Tnicial Control |UL-5 UL-15 UL-25|6R-5 6R-15 GR-25|SEM
Humedad (%) 683 684 6851688 682 695 036
Proteina (% MS) 542 539 556 541 555 045

Lipidos (% MS) 28,59 27,6 24,8 %]0,99
P

Cenizas (7 MS) , , , 123 131 12,2 0,21




El. Actividad hemolitica del complemento

40 1 Ta
b

35 - J
30
25 -
20
15 |
10 A

5 |

0

Control ~ UL-5 UL-15  UL- 25 R5 GR-15 GR-25

H

ACHS50 (U/ml)




El. Efecto sobre la microbiota intestinal

Riqueza Rango Coeficiente de Rr'
especifica Gini
Control 17,214 .6° 14-24 0,22+0,02¢ 38,44+ 10,2¢
UL-5 17,8+4.76° 13-25 0,25+0,029 27,92+ 12,1
UL-15 36,75+9,24 28-47 0,27+0,01b 78,80+ 19,8¢
UL-25 8-11 0,24+0,04ab
GR-5 19,20+3,42°b 14-23 0,23+0,029® 43,92+9,81¢
GR-15 28,311,7¢ 26-30 0,25+0,039 84,03112 4¢
GR-25 20,0+2,12P 17-22 0,21+0,024 46,0+11,6¢

Rr: Indice de habitabilidad
Rr<10 = entornos muy adversos; Rr entre 10-30: poco habitables; Rr>30= entorno muy habitable



El. Efecto sobre la microbiota intestinal

70%  97%

g8 A

A - B

K

Tratamientos

i - G. cornea

igida

U. rigida tiene un gran efecto modulador
sobre la microbiota intestinal de la dorada

uL-15 I
Control

centiol.  Control

Control
I - G. cornea

Control
Controé
GR-15']
GR-15
: GR-15
GR-25
GR-25
GR-15
GR-25
GR-25
GR-25
GR-25




El. Efecto sobre la microbiota intestinal

Clones obtenidos de los ejemplares alimentados con:

 Dieta Control CLONBULIS
’ CLON2-controt
81
Vibrionaceas QOIS
CLON21-ULS
- Vibrio chagasii o
- Vibrio ordali L Synechococcus_sp, UHT
Photobacterium — Synechococcs_sp._HOG
. 51 Synechococcus_sp._"Salton_Sea
- Photobacteriu 5————[
m = 67 Synechocaccus_sp._T71
ganghwense 2 Synechococcus_sp.| PCCT002
, .. : 54
Cianobacteria incultivable | Synechocaccus._sp.| POCTONS
-Synechococcus ] Dyrechoooces. PR
\ / l Synechococcus_sp. PCC_8807
1 17 - Synechococcus_sp.| PCCT117
\\ . Synechococcus_sp.i_PCCT?;@/

N 7




El. Efecto sobre la ichiot intestinal

Clones obtenidos de los ejemplares alimentados con:

Vibrio_gigantis_<T>|_CAIM_25_LGP_13| LMG_22741| CIP_108656

71— Pholobacterium_lelognathi <T>| ATCC_25521T
7% Photobacierium_aplysios_<T>|_GMDS0S
Photobactenum_damsetae_<T>|_NCIMB_2058
%

Photobaclerium_ganghwense_<T>| FR1311
Phaolabacterium_kishitars_<T>| papo.1.1
- Photobacterium_iiopiscarium_<T>|_ATCG_81760
goms-u,s
B clong-CONTROL

Tl |m|elm51£15
CLONGT-UL25

CLONMO-ULTS

4 Photobacterium_phosphoreum|_ATCC_11040T

2, Vibdo_chagasi_<T>|_ R3712
CLON14-CONTROL
clon24-ULS
2| CLONS-CONTROL
CLONSB-GRS

Vibrio_splendidus| ATCC_331257

2[- Listonella_anguiarum| ATCC_12064<T>
Vibrio_ordufil_ATCC_33500

CLONBO-GRS

CLONGS-GR15

CLONGOLAZD

100

4 CLON3.CONTROL
- L Viaro_owensil|_47666-1

Vibrio_haneyil ATCC_14126T
Vibeo_parakaemalyticus_<T>] ATCC_17802{ Vp23
Vibrio_natrlegens_<T>] ATCC_14048T

4

Vibrio_nanarrensis
[— B L Vibdo_windicus| ATCC_26307

b CLONS3-GR15




El. Efecto sobre la microbiota intestinal

D?ﬂa microbiota intestinal de los ejemplares alimentados con UL-25 puede \

Vi presentar problemas a la hora de adaptarse a modificaciones en el ambiente.
p Sin embargo, esta microbiota en nuestras condiciones de cultivo parece
cli] qgue funciona :
(. - Efecto positivo en el crecimiento
- No afectacion de la actividad hemolitica del complemento
Gi Para comprobar si el efecto de la dieta UL-25 a tiempos mas cortos de

/ administracion es el mismo,
¢ - Tiempo de ensayo fue menor, y toma de muestras a intervalos de tiempo
mas cortos.

P5eN

Pseudomonas riuorescens
GR-25

Lactobacillus delbrueckii

oGRS

9%
90 M r—{ CLONB7-GR15
Pseudomonas_fluorescens_<T>| IAM_12022
65 | Pgeudomonas_lulecta_<T>|_AM_13000
Psoudomonas_sp._AS-33

n
N ;_E’uwdm_mm»memw_d >|_NCIMB_1546
1 Pseudomonas_seruginosa| H314

Desaparece Photobacterium sp.



Experimento 2 (E2

v'Duracién: 30 dias.
v'"Nldmero de ejemplares por tanque: 15

v'Toma de muestras a intervalos de tiempo inferiores: 2, 7, 15 y 30 dias



E2. Contenido lipidico y perfil de A. grasos de higado

Control UL-25

Lipidos totales 7.21+0,96 5,01 +0,64

Acidos grasos (%)

Control UL-25
/618:1n9 16 68 + 023 (1129 + 0.44 l
C18:3n3 017 +001° | 0,66 +0,22b
C18:2n6 446 +076" 656+ 0135p

T Transporte de lipidos

. a b
C20:4n6(ARA) 0,08 £+0,02¢ 158 +0,17 desde el higado

€22:6n3(DHA) 161+0,12s |13 53+0009b
C20:5n3(EPA) 0,87 + 0,040 [ 451 +1,32b /

—




E2. Perfil de acidos grasos de musculo

Control

UL-25

Lipidos totales 12,25 +0,45 12,72 £ 0,49

Acidos grasos (%)

Control UL-25
/618:1n9 21,22+ 1,85 8,48 + 0,63
C18:3n3 100+0,50e 1,98 +0,15°
C20:4n6(ARA) 8,99 +0,14¢ 6,31+ 0,11P

C22:6n3(DHA) 14,52 +0,18

C20:5n3(EPA) 7,20+0,01° 4,18 +0,03¢

18,36 + 0,215 1

~

El aumento del porcentaje de DHA en el misculo hace que
mejore el valor nutricional de la carne de la dorada



E2. Sistema inmune innato

Estallido respiratorio y actividad hemolitica del complemento

0,60

0,50 1

Estallido respiratorio
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25,00 A

20,00 A
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E2. Efecto sobre la microbiota intestinal

Riqueza Coeficiente
Tratamiento A Rango y Rr
especifica de Gini

Control  15,25+3,300  12-19  0,21:0,02¢ € 3575 + 3,89
Tiempo 2

UL-25 15,00 + 1,83¢ 13-17 0,22 +0,05¢ 56,77 + 1152

Control 16,50 + 1,91ab 15-19 0,28 +0,02°> 54,77 + 10,54
Tiempo 7

UL-25 16 + 1,73 15-18 0,20 +0,03¢ 50,63 + 2,21°

Control 18,67 + 2,89% 17-22 0,20+ 0,05¢ 84,52 + 23,64
Tiempo 15

UL-25 18,50 + 3,00% 14-20 0,24 + 0,04 91,98 + 3,874

Control 18,50 + 1,00 17-19 0,26 +0,02%® | 76,78 + 8,38¢
Tiempo 30

UL-25 060+ 1535 19-22 0,27+0,01° 4 + 16,404

Rr: Indice de habitabilidad
Rr<10 = entornos muy adversos; Rr entre 10-30: poco habitables; Rr>30= entorno muy habitable



E2. Efecto sobre la microbiota intestinal

Anadlisls patrén PCR-DGGE

Tratamiento

~80
~85
20

..............

Control T2
Ulva25 T2
Control T2
Ulva25 T2
Ulva25 T2
Ulva 25 T2
8 8 2 2 8 R 8 Key Tratamiento
U1s Control T7
u16 Control T7
U13 Control T7
U14 Control T7
U11 Ulva 25 T7
us Ulva 25 T7
u12 Ulva 25 T7
u10 Ulva 25 T7

Tiempo 2 : No se diferencia ningun grupo. Todos los individuos aparecen mezclados

A partir del tiempo 7 aparecen dos grupos bien diferenciados en el patrén de PCR-DGGE,
correspondiendo cada uno de ellos a una de las dietas administradas.



E2. Efecto sobre la microbiota intestinal

a e & e 2 8 Key Tratamiento
IIIII | | A u18 Ulva T15
. U19 Ulva T15
u17 Ulva T15
u20 Ulva T15
u22 Control T15
u27 Control T15
u28 Control T15
u21 Control T15
b 2 =] 3 2 e 2 Key Tratamiento
| | o | l | Uu31 Ulva T30
u32 Ulva T30
u29 UlvaT30
U30 Ulva T30
u23 control T30
i u24 control T30
u26 Control T30
u2s5 control T30

A partir del tiempo 7 aparecen dos grupos bien diferenciados en el patron de PCR-DGGE,
correspondiendo cada no de ellos a una de las dietas administradas.



E2. Efecto sobre la microbiota intestinal

Clones obtenidos para los ejemplares alimentados con :

ﬁa‘ta Control \

Vibrionaceas B s
- Vibrio chagasii - Sphingomonas
-Vibrio ordalii - Comamonas aquatica

Photobacterium

-Photobacterium ganghwense
Enterobacteriaceae * Lactobacillus delbrueckii subsp. delbruecki

- Serratia proteomaculans « Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

- Bacterias del dacido lactico:

Cianobacteria incultivable
-Synechococcus




E2: Infeccion experimental

P. damselae subsp. piscicida

70

oh
-

w7
= =

== Control
== rigida

[t
—

Porcentaje acumulado de
mortalidad
()
=

[
L]

=




Experimento 3

S. almeriensis

Control

v'Duracién: 30 dias.
v'"Nldmero de ejemplares por tanque: 15
v'Toma de muestras: tiempo inicial, 7, 15 y 30 dias

\ RESULTADOS Y DISCUSION



E3. Composicion quimica

Microalga Proteinas Lipidos

Carbohidratos Humedad

Ceniza

5. almeriensis49 53+ 0,01 1258 +0,08 >2136003 321 +0,20 13,32 +0,17

Dietas Control SC-5 SC-15 SC-25 |S.almeriensis
SFA 59,69+2,98< 42,7+1,87° 419 +165> 36,29+ 1569 22,78+ 0,86
MUFA 12,65+ 0,81¢ 25,81+ 0,91 26,02+ 0,78> 27,24+0,91°| 28,38+0,12
C18:2n6¢ 5.93 + 0.31a 7,39+ 0,44bc  6,92+0,27> 7,88+0,19¢ | 10,70+0,11
C18:3n3 0.81+0.02¢ 1,72+0,07> 191+0,05¢ 2,114+0,02¢ | 5,18+0,02
C20:4n6 (ARA) 0.25+0.01¢ 0,38+0,09>  0,41+0,21> 0,39+0,09° | 2,44+0,05
C20:5n3(EPA) 8.17+0.17¢ 9,10+ 0,14>  9,26+0,31°> 10,48+0,16c| 12,88+0,07
C22:6n3(DHA) 12,10 + 0.34c 1253+ 0,21¢ 13,20+0,21> 15,09+0,19¢| 16,33+0,09
PUFA 20,66+0,41a 24,49+0,43> 25,11+0,42b 29,47+0,49<| 48,84+0,39

Conforme aumenta el porcentaje de inclusion de esta especie en las dietas,

los perfiles de dcidos grasos se asemejan mas al perfil de la microalga

\ RESULTADOS Y DISCUSION



E3. Composicion quimica del pez

Misculo Proteina C/N Lipidos

Control 81,8 +1,4 3,561+0,02 |16,26+0,32b

SC-5 772+25 3,74 £0,17 | 25,02+0,11¢

SC-15 782+18 3,68+0,08 |17,09+0,16¢°

SC-25 793+08 3741006 |2144+0,25%|
Corporal Proteina Lipidos Cenizas Carbohidratos| Humedad
Inicio 597+20| 116+ 17°| 150+ 09 137+ 005 | 724+05
Control 604+ 0,7[190+ 0,4¢| 153+ 0,2 53+ 005 | 715+0,6
SC-5 593+ 041198+ 162| 154+ 07 55+ 0,03 |73,0+5,9
SC-15 599+06|125+14b | 156+ 04 120+008 | 712+65
SC-256 590+ 16(154+ 17| 151+ 0,7 103+ 003 |677+75

\ RESULTADOS Y DISCUSION



E3. Perfil de acidos grasos
Higado

Control SC-5 SC-15 SC-25
SFA 44 38 +0,34> 4392 +0,38> 39,28+1,03¢ 37,75+0,93¢
MUFA 20,19 +055¢ 19,3+055a 2253+147°> 23,04+1,11°
PUFA 3543 + 0,652 36,78 + 0,65 38,19+ 0,35 39,21+ 0,28¢
C18:2n - 6 5,88 +0,21 574+0,19 B5,79+096 5,73+0,43

C20:4 n -6 (ARA) 7,45+0,11 767+009 8,14+1.25 8,15+0,99
C

C
~ los perfiles de dcidos grasos de higado y muisculo se asemejan mds al perfil

Conforme aumenta el porcentaje de inclusion de S. a/meriensis en las dietas,

— de dichas dietas

SFA 33,25 +1.01c 32,58+0.36¢ 30,39 + 0.74> 27,87 + 053¢
MUFA 2449 +111 24,82+083 2439+111 2521105
PUFA 42,26 + 1.1 41,69 +0,97° 4451+ 1625 46,92 + 1.44¢

C20:4 n- 6 (ARA) 8.63+0.11F 829+0.12¢ 1195+0.79¢ 1182 +0.82¢
C20:5n-3 (EPA) 768+x022 729+016 7.01+£051 756+0.30
C22:6 n - 3 (DHA) 19.19+0.99¢ 19.08 +0.89¢ 2157 +0.97°> 23.01+1.29°

\ RESULTADOS Y DISCUSION



E3. Actividad hemolitica del complemento

O Control
OSC-5
mSC-15

m5C-25

TIEMPOO  TIEMPO 7 TIEMPO15 TIEMPO 30

\ RESULTADOS Y DISCUSION



E3. Efecto sobre la microbiota intestinal

Riqueza Coeficiente de
Tratamiento Rango Rr
especifica Gini
Tiempo O Control 13,25+1,26P 12-15 0,27+0,01°¢ 10,44 +3,153b
Control 13,25+2,63P 11-17 0,23+0,08P —779-7a_ﬂ765d
SC-5 12,66+3,79P 10-17 0,21+0,03P 20,16+2,84°¢
Tiempo 7
SC-25 , 3354, 12-27 0,25+0,09P ,29%10,74
Control 15,50+1,29b¢ 14-17 0,23+0,05P 24,72+6,01°¢
SC-5 11,25+3,862° 7-14 0,25+0,02b¢ 51,22+4,994
Tiempo 15
SC-15 7,75% 2,22° 5-10 0,18+0,05P 14,96+5,88b¢
SC-25 25,0045,574 20-31 0,25+0,05¢ (292,33+15,03"
Control 13,00+1,00P 12-14 0,23+0,08P 14,56+3,83b¢
SC-5 17,75+£2,63¢ 14-20 0,27%0,03¢ 87,79+5.,41¢°
SC-15 ~25+3- 24-32 0,110,043 S67+5;
SC-25 36,50%6,40° 30-42 0,25%0,05b¢ 374+18,47




E3. Efecto sobre la microbiota intestinal

<20% 80%
_A> ¥ § g °®

Scenedesmus

=

Tratamiento
Controd T-7
Comrod T-15
Contros 7-7
Cantrod T-15
Comrod 7415
Controd T-350
Cantrod T-7
Comrod T.16
Controd T-7
Cantrod T-0
Comtrod 7.0
Conmrod T-0
Cantred T-0
Controd T.30
Controd T-30
Cantros T-30
506 7.7 N
Se-8 1.7
Se-5T-7
S0.6 7.7
S5 T8
Se-8 T-15
S0.6 715
Sc-5 T-15
Se-15T7
Sc-15TT
Sc-18 TT
Se-15T7
Sc-16 T-16
So-15 T-18
Sc-14 118
Sc-15 T-16
So-5 T30
Sc-5 T30
S¢-6 T30
So-5 T30
Se-248 T-15
Se-25 T-156
So-25 T-15
Sc-2% T30
Se-25 T-16
Se-25 T
Sc-24 T30
SC-25 120
Sc15 T20
Sc1s T
Se15 T30
Sc-15 T30
S5c-29 T-7
Se-25 T-7
S0-25 T.7

5c-29 -7

Control

S. almeriensis



E3. Efecto sobre la microbiota intestinal

1,00 - R
: 1,00 -+
© gt
< : ] Tiempo 7
= 20,80 - Tiempo O ';': 0,80 P
E2 5,
8o g S 060 - Control
£ 50,60 - S € SC-5
g2 83 SC-15
5 Contral ~_C —
S o040 x SC-25
= ( A pesar de existir una clara dominancia de determinadas especies en
0,20
la microbiota de los ejemplares alimentados con SC-25, los
0'00 . . Ve o) 7 .
resultados obtenidos para riqueza especifica e indice de
1,00 s L . .
habitabilidad , nos indican que ante cambios en las condiciones
o o 30
- 0,80 . , . . .
o ambientales, estaria asegurada la sustitucion de estas especies por
%’ 8 0.60 Control
Eg” otras. SC-5
® B SC-15
:g 3 0140 AR ) I © SC-25
£ m— 5C-25 8
= 2 0,20
S 020
0.00 0,00 - T 1
) ' ' ' ' ' 0,00 0,50 1,00
0.00 Pr%ggrciénoa'ﬁgmula%g%e esgéscci)es 1,00 Proporcién acumulada de especies



E3. Efecto sobre la microbiota intestinal

Shewanella sp.
Vibrionaceas

SC-5
Pseudomonas

) ietas con S. almeriensis
Klem Control \ /(

- Vibrio alginolyticus
- Vibrio parahaemolyticus

-Vibrio harveyi SC-15 y SC-25

o . Desaparece:
-Vibrio gigantis Pseudomonas
- Vibrio ordalii Aparecen:
Photobacterium V. communis
-Photobacterium ganghwense V. ichthyoenteri

V. natriegens
Bacterias dcido lacticas (LAB):

- Serratia proteomaculans Lactococccus
\\ / Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

N S

Enterobacteriacea




Experimento 4 (E4

Control U. rigida Tilapia

v'Tanques :200 litros capacidad

v 25% de harina de alga
v'"Numero de ejemplares por tanque: 11

v'Toma de muestra: tiempo inicial, 7,15 y 30 dias.



E4. Perfil de acidos grasos de las dietas

Control UL-25 GR-25 SC-25
C18:2n6¢ 809+081c 804+0862 853+0,72¢ 9,89+0,32P
C18:3n3 126 +0,04c 1,11+0,15a 1,05 + 0.19¢ 186 +0,18b

C20:4n6 (ARA) 056+0,1¢ 044+0,13¢ O0,51+0,15¢ 1,04+0,23b
C20:5n3(EPA) 518 £+ 0,14> 5,23+0,11p 5,14 + 0,08° 2,32+0,13¢
c22:6n3 (DHA) 1233+114 1298+093 1202+x099 1131+195

[Las dietas Ul-25 y GR-25 no presentan diferencias significativas con respecto al Control, ]

Mientras que la dieta SC-25 es la que mayor impacto tiene sobre el perfil de dcidos grasos




E4. Parametros del crecimiento

Tratamiento

Control UL-25 6R-25 SC-25

Peso inicial (g) 2902+003 3843+0,15 5593+121 4986 +0,14
Peso final (g) 40,43+302 5210+2,31 7586+3,48 66,24+0,58
Longitud final (cm) 1225+0,12 14,12+050 1559+0,59 14,98 +0,02
WG (%) 3342+2,78 3555+6,01 3563+2,76 32,84+1,16
SGR (%) 096+007 101+0,15 102 £+007 0,95+0,03

FCR 068+012¢ 080+0,20° 1,04+0,05¢ 110+0,03¢
PER 495+131¢ 364+057°> 2,74+0,13¢ 2,60+0,09¢
K 214+0,01b 186+0,19¢ 190+0,04%® 197+0,01%
HSI (%) 646 +0,13¢ 3,28+054¢¢ 3,30+0,279 492+0,48°

VST (%) 1355+ 0,63P 9,61+042a 9,23+1,20a 12,33+0,53b




E4: Perfil de

acidos

rasos

Higado Tratamientos
Acidos grasos (%) Control UL-25 GR-25 SC-25
C18:1n9 20,72 +0562 2045 +254c 20,63+2,01e 32,16 +2,95b
C18:2n6 4,28 + 0,54 495 +1,25 495+158 @ 4,78+0,18
C18:3n3 0,20+0,01e 0,28+0,10¢0 0,25+0.14c 0,79+0,13b
C20:4n6(ARA) 156 +0,2 1,44 +0,15 1,48+ 0,13 1,65+0,13
C20:5n3(EPA) 1,06 + 0,02¢ 1,10+0,02¢ 1,11+ 0,15 2,14+0,12°b
C22:6n3 (DHA) 267+020> 298+0,65¢ 2,13+0,30° 1,64 +0,80°
Mdusculo Tratamientos
Acidos grasos (%) Control UL-25 GR-25 SC-25
C18:1n9 22,1942, 600 234 +2,052 22,11+3,33b 3197 +1,06¢
C20:4n6 (ARA) 2,67+089¢ 304+0,12¢ 3,22+0,34¢ | 7,35+0,97b
C20:5n3(EPA) 057 +0,12¢ 0,70+ 0,06 0,69+ 0,09¢ A1 + Q290
C22:6n3 (DHA) 12,32+1,45¢ 10,47 +1,16>c 10,58 + 0,95Cl




E4. Sistema inmune innato

Estallido respiratorio

0,8 -
0,7 -
0,6
0,5
0,4 -
0,3
0,2
0,1

0

Control

UL-25
M GR-25
M SC-25

(D.0.630nm)
1

Actividad del estallido respiratorio

DIAO DIA7 DIA15 DIA30

Todas las dietas y a todos los tiempos muestran una activacion significativa
de la actividad del estallido respiratorio, destacando S. almeriensis.



E4. Sistema inmune innato

Actividad hemolitica del complemento

350 -

300 - g

250 : Control
UL-25
M GR-25

N

o

o
1

ACH50
(U/mL)
[HY

ul

o

1
— <

100

50 T

DIAO DIA7 DIA15 DIA30

Todas las dietas y a todos los tiempos muestran una activacion significativa
de la actividad del complemento, destacando S. almeriensis.



E4. Sistema inmune innato

Actividad lisozima

350 -
300 -
250 -
—, 200 - = Control
= m UL-25
S~
> 150 - m GR-25
100 - W SC-25
50 -
0

DIAO DIA7 DIA15 DIA 30

Solo muestran diferencias significativas SC-25 para tiempo 15y 30, y
GR-25 para tiempo 30.



E4. Excrecion de amonio

Evaluacion del posible impacto ambiental de las dietas

4,5 -
4 -
3,5 -
3 -
2,5 -
2 -
1,5 -
1 -
0,5 -
0

= Control
m UL-25
W GR-25
M SC-25

mg NH*/g heces

DIAO DIA7 DIA 15 DIA 30



1. Se recomienda la sustitucion de parte de la harina de
pescado por un 25% de Ulva rigida y Scenedesmus almeriensis
y su administracion a dorada (Sparus aurata)

2-. Se ha demostrado que la alimentacion durante 30 dias
de doradas con una dieta que contenia el 25% de U. rigida
produce un incremento de la actividad del complemento,
asi como una mayor resistencia al patogeno
Photobacterium damselae subsp piscicida.



3. Gracilaria cornea posee un efecto inmunoestimulador
sobre tilapia, en tanto que Scenedesmus almeriensis lo tiene
sobre dorada y tilapia.

4. Se ha demostrado un fuerte efecto modulador de las algas
estudiadas sobre la diversidad y estructura de la microbiota
intestinal de dorada. Efecto que se ha comprobado es
altamente dependiente del tiempo de administracion de Ia
dieta.






