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e Reside en la primera relacion simbiotica microorganismo-
hospedador, que apoya:

a) el menor desarrollo inmune en esta etapa
b) las especificas necesidades nutritivas de los ejemplares

c) el enfrentamiento a las condiciones de cultivo intensivo
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Aplicacion Probiotica en el Cultivo Larvario de Peces Marinos

directamente en
agua del tanque

* Se precisaran ensayos previos de cocultivo de los probiéticos con el
fitoplancton (Chlorella e Isochrysis) y zooplancton (rotifero y Artemia)
utilizados en el cultivo larvario
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Shewanella Pdp11 |
aislada de piel de dorada sana cultivada

Lactobacillus BAL4 y Lactococcus BAL 13,
aisladas de intestino de peces del medio marino

SN
Seleccionadas por su potencial probiético in vitro:

» Ausencia de patogenicidad

» Antagonismo frente a patégenos de
peces habituales

*Tolerancia frente a las condiciones
intestinales (pH, sales biliares)

» Adhesion y crecimiento en mucus
intestinal




e Cultivo en un medio nutritivo apropiado:
* TSAs en placa para Shewanella Pdp11
* MRSs en tubo para Lactobacillus BAL4
y Lactococcus BAL13
» Incubacidn en estufa (25/30°C)
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» Determinacién del crecimiento diario (espectofotometria).



Ensayos previos para una bioencapsulacion adecuada en alimento vivo

Una vez conocida la capacidad diaria de produccion probiotica

se realizan ensayos para comprobar:

* inocuidad
* nivel de bioencapsulacion
a diferentes dosis probioticas
a diferentes densidades de alimento vivo

* tiempos de bioencapsulacion

* Concentracion probiotica y carga bacteriana total en rotifero y Artemia




Protocolo de Bioencapsulacion
en Alimento Vivo

e Condiciones Rotifero

e Agua mar: Salobre, desinfectada (20°C)
e Concentracion: 200 ind/ml

: Dosis probiética: 2.5-4.5 x 10*7ufc/ml

e Tiempo: 3-6 h

e Nivel bioencapsulacion: 4-9 x10*2 ufc/ ind

Artemia
Filtrada | u (25°C)

200 ind/ml

2.5-4.5 x 10*7ufc/ml

3-9 h

4-9 x|0*2 ufc/ ind
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-a) *modifica el microbioma.

*incrementa la similitud de la biota en alimento vivo

- *reduce la presencia de Vibrionaceae diferentes a

>~ Shewanella.

b) presenta mayor calidad nutritiva:
- nivel de proteinas y lipidos

- mejor perfil de acidos grasos

Composicion

corporal

Similitud
$. % 8.2 8 8 8B

2
Rotifero control
—‘E Rotifero control
Rotifero control

l_E Rotifero Pdp11
Rotifero Pdp11

L Rotifero Pdp11

11111

] __—_|: Artemia control
Artemia control

Artemia control

Artemia Pdp11

Artemia control

Artemia Pdp11

Artemia Pdpl |

Proteinas (mg/g) 36,43
Lipidos (mg/g) 17,30
DHA (%) 7,18
EPA (%) 3,94
n-3-HUFAs (%) 12,57

40,50
20,47*
[1,43%
5,76%*
18,6 1*



‘ Resultados de Bioencapsulacion de Shewanella Pdpl |
en Cultivo Larvario de Lenguado Senegalés

En la Microbiota:
* Colonizacion probiotica del intestino y permanencia
hasta 2 meses después de su administracion.

* * Modulacion y estabilizacion de la microbiota intestinal:

| 1 a) reduccion de patégenos y oportunistas
{1 (Photobacterium damselae subsp. piscicida, Vibrio sp)

b) incremento de especies beneficiosas como
Lactobacillus helveticus.
b ———  c) aumento de la diversidad de especies
| microbianas.




e En el organismo:

e * Adelanto y mayor sincronizacion de la metamorfosis.

e * Reduccion de la dispersion de tamaiios.
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Resultados de Bioencapsulacion de Shewanella Pdp11
en Cultivo Larvario de Lenguado Senegalés

m Control O Pdp11 o . m Control

O Pdp11

(@) Total alkaline protease : 14 (d) o-Amylase

2) En el organismo :

* Estimulacion enzimatica y mayor
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eficiencia nutritiva

mU/mg protein

* Mejor composicion corporal:

a) mejor nivel de proteinas/lipidos

mU/mg protein
o o n

b) mejor perfil de acidos grasos

Perfil Control Pdpl | Control
a. grasos 23 dpe 23 dpe 56 dpe
(%)
DHA 5,65 7,94* 1,83 2,28*
EPA 1,74 2,26* 0,53 0,63*
n-3 HUFAs 9,78 12,94%* 3,03 3,79%

PUFAs 33,88 41,78* 12,48 15,22%

3]
mU/lal
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2-10

9-30

31-45

46-55

Nannochloripsis gaditana, Isochrisis gal

Artemia, Origreen (Skretting),

bana “

BAL4/BAL13 —~

Gemma micro (Skretting)

| (eeeese——) |
)

Gema wean (Skretting)

control

10,44+ 11,07 %

23 dpe

29,07+ 30,85%

55 dpe

Longitud (mm)
BAL13

10,79
0,23

28.80 + 46,49 +
0,28

control

1,87
0,07

3,22

BAL4

219
0,08

56,32 £
2,18*

Peso seco (mg)

BAL13

2,07 £
0,07

48,20
2,05




Experimentos en Curso y Futuras Perspectivas

1) En lenguado senegalés:
* Con Shewanella Pdp11 :
* influencia sobre la esqueletogénesis

* aplicacion del probidtico inactivado

* retos bacterianos frente a patdbgenos de interés
* Con Lactobacillus BAL 4 y Lactococcus BAL 13 :

* analisis de la modulaciéon de la microbiota y expresidon génica

en intestino
* estudio de la producciéon de bacteriocinas

2) En rodaballo:
* ambos grupos probidticos
* Ulva

* Aplicacion simbiodtica (Ulva-BAL)
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