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ANEXOS



Resumen

El presente estudio permitio evaluar el efecto ocasionado por la suplementacion
de un nutraceutico simbidtico natural a base de hidrolizados de macroalgas, alginato y
extracciones enzimatico-bacterianas, producido por Biotechnology Biopolym S.A., a
diferentes dosis (1% y 3,5%) en dietas con alto porcentaje de origen vegetal sobre
juveniles de dorada (Sparus aurata) sometidos a hipoxia moderada durante 24 horas,
tras un periodo de alimentacién de 91 dias. Los andlisis finales mostraron una
atenuacion de los efectos del estrés provocados por la hipoxia moderada en aquellos
individuos suplementados, reflejada en los menores niveles de cortisol liberados al
plasma y corroborada por la orquestacion metabdlica que marcan el resto de
metabolitos plasmaticos, hepdticos y musculares estudiados, demostrando la mejora en
la distribucidén y rendimiento energético. Ademas, el analisis de calidad de agua revelé
una menor liberacién de especies de nitrégeno (amonio y nitrito) al medio en los grupos
suplementados, sugiriendo mejoras en la digestibilidad y asimilacién de los nutrientes
que igualmente confirman el conjunto de respuestas obtenidas en los andlisis
realizados. Los resultados ponen de manifiesto el empleo de este tipo de compuestos
nutracéuticos naturales con funcién atenuante como una alternativa favorable en

acuicultura.



Abstract

The present study allowed to evaluate the effect caused by the supplementation of a
natural symbiotic nutraceutical based on macroalgae hydrolysates, alginate and
enzymatic-bacterial extractions, produced by Biotechnology Biopolym S.A., at different
doses (1% and 3.5%) in diets with a high percentage of vegetable origin on juvenile sea
bream (Sparus aurata) subjected to moderate hypoxia for 24 hours, after a feeding
period of 91 days. The final analyses showed an attenuation of the effects of stress
caused by moderate hypoxia in those individuals supplemented, reflected in the lower
levels of cortisol released into the plasma and corroborated by the metabolic
orchestration marked by the rest of plasma, liver and muscle metabolites studied,
demonstrating the improvement in energy distribution and performance. In addition,
the water quality analysis revealed a lower release of nitrogen species (ammonium and
nitrite) to the environment in the supplemented groups, suggesting improvements in
the digestibility and assimilation of nutrients that also confirm the set of responses
obtained in the analyses carried out. The results highlight the use of this type of natural
nutraceutical compounds with a mitigating function as a favourable alternative in

aquaculture.



1. INTRODUCCION

1.1. La acuicultura en la actualidad

La realidad climatica a la que se enfrenta el sector acuicola supone una constante
evolucién y adaptacion a los cambios que afectan al medio acuatico. Teniendo en cuenta
que estos cambios se proyectan directamente sobre los recursos naturales, asi como en
su produccidn, se deberan desarrollar nuevas vias o alternativas para generar una oferta
de alimento que cubra la demanda futura (FAO, 2022) y, a su vez, se adapte a los
cambios ambientales que acontecen. Las pesquerias han quedado estancadas,
mostrando sobreexplotacién de los recursos marinos naturales y siendo insuficiente e
imposible su produccion para abastecer la poblacion (estimada en 10 mil millones de
personas en 2050, segun la FAO en 2017), quedando descartadas y dando paso a la
acuicultura como principal fuente de alimento de origen marino. Es por ello que esta
actividad se encuentra en continuo crecimiento y desarrollo, demostrando su alto
potencial y contribucidn a una buena nutricion y seguridad alimentaria (FAO, 2022).
Todo esto se enmarca, de forma tanto directa como transversal, con el concepto surgido
recientemente de “One Health” (“una Unica salud”), el cual define tres pilares de suma
importancia a nivel global que relacionan la “salud animal” (o bienestar animal) de los
ejemplares cultivados con ii) la “salud medioambiental”, de modo que los sistemas
productivos tengan el minimo impacto posible sobre el ambiente en el que se realiza la
actividad, pero iii) repercutiendo a su vez de forma positiva en la “salud humana” al
generarse productos de alta calidad, como es el caso de los peces de acuicultura (FAO,

2022).

El ultimo informe publicado por la FAO (2022), concluyé un récord en produccién
acuicola y pesquera, con un total de 214 millones de toneladas. Asi mismo, el consumo
per capita de alimentos acuaticos (20,5 kg en 2019) muestra un aumento del 3% anual
desde 1961 el cual, siendo comparado con la tasa de crecimiento de la poblacién
mundial de 1,6%, es casi el doble, dando a entender una mayor demanda vy, por tanto,
la necesidad de corresponderla. Por otro lado, la produccién acuicola mundial estimada
en 2022, alcanz6 122,6 millones de toneladas, siendo un 2,3% mayor que el afio anterior

y superando a la pesca extractiva por 31,2 millones de toneladas.



En la Figura 1 se puede apreciar la tendencia que siguen la produccién pesquera y
acuicola, siendo llamativamente observable el crecimiento de la produccién acuicola
frente a la estancacién de la pesquera décadas atras. Asumiendo el objetivo planteado
por Naciones Unidas de reducir la explotacion pesquera, garantizando pesca sostenible
en todos los aspectos (econdmico, ecoldgico y social), suma valor a los resultados
ofrecidos por el perfil acuicola ya que, ante el futuro crecimiento demografico, la
produccién de pescado debera aumentar un 50% vy serd irremediablemente asumida por
éste, acaecido por el agotamiento de recursos y la incapacidad del mar y sus poblaciones

por seguir abasteciendo los mercados (APROMAR, 2022).
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Figura 1. Evolucion de la produccion acuicola y pesquera mundial en el periodo 1951-2020.

Fuente: APROMAR, 2022.

Sitrasladamos el enfoque productivo del sector acuicola mundial al europeo, segin
el informe APROMAR de 2022 (Figura 2), Espafia lidera el volumen de produccién entre
los paises miembro con 276.571 toneladas sobre un total de 1.094.315 (datos de 2020),
viéndose un descenso con respecto a 2019 de -4,3%. Por otro lado, en lo referente al
valor monetario, Francia esta en el primer puesto, con una produccién correspondiente
a 662,7 millones de euros. Tras ella se encuentra Espafa con 525,8 millones, diferencia
explicada por la gran y mayor produccién de mejilléon espafiol, cuyo valor en el mercado
es menor que el resto de especies criadas, en su mayoria peces, como la dorada o la

lubina.


Lucia Moreno


Espafia 5258 M¢ I 76571

Francia 662,7 M€ 191.350
Grecia 506,3 ME 131.737
Italia 359,8 ME 122.778
Polonia 1505 M€ 47.700
Dinamarca  123,0 M€ 42.629

Paises Bajos 759 M€ 39.940

Irlanda 158,5 M€ 37.751

Memania 994 M€ 32.258

Croacia 1211 M€ 21118

Chequia 36,2 ME 20.401

Malta 1969 M€ 19.829

Hungria 324 M€ 18.373

Finlandia 53,0 M€ 15.053

Bulgaria 378 M€ 15.052

Portugal 79.4 M€ 14.552

Rumania 35,7 M€ 12.200

Suecia S1TME 12.090

Chipre 33,8 ME 7.343

Austria 216 ME 4527

Lituania 126 M€ L4TT

Eslovaquia 51ME 2.238

Eslovenia 52 ME 1673

Estonia 40ME 1.090

Letonia 20ME 7

Bélgica 13 ME 209

Figura 2. Produccion de acuicultura en la Unién Europea por cantidad (toneladas) y valor (millones de euros) en

2020. Fuente: APROMAR, 2022.

Sin embargo, los ultimos datos estudiados para Espafia por dicho informe
(APROMAR, 2022) hacen referencia al ailo 2021, estimandose 327.309 toneladas por un
valor de 629,0 millones de euros, superando la produccion de 2020 en valor y en
volumen, reflejado principalmente por el aporte del mejilléon (255.303 t), lubina (23.924

t), trucha arcoiris (15.357 t) y dorada (9.632 t).

La alta estima que se tiene por el desarrollo acuicola en Espafia, se explica por las
caracteristicas ambientales y fisico-quimicas que el pais presenta, asi como la amplia
variedad de recursos hidricos disponibles, asociadas a su riqueza territorial marina y
continental, posicién geografica, orografia y diversidad climatica. Por otro lado, la
presencia de aproximadamente 8.000 km de costa y el gozo de 9 grandes rios, lagos y
rios menores, dan oportunidad de desarrollo y adaptacién, ademas de satisfacer las
necesidades a una gran gama de especies, permitiendo la produccién a partir de
diferentes métodos y categorizaciones de establecimientos, diferenciando: i) marinos,
como viveros, bateas y long-lines, ii) terrestres (de agua dulce y salada) v, iii) en zonas
de playa, intermareal y esteros. Los datos revelados por el informe APROMAR (2022),
hacen referencia a los tomados en el aifio 2020, por tanto, se puede apreciar

notablemente el efecto negativo provocado por el covid-19, reflejado sobre el nimero



de establecimientos en funcionamiento con respecto al afio anterior, 5.102 (160
establecimientos menos que en 2019), siendo la mayor parte de ellos, 4.842, de
moluscos. Sin embargo, segln las ultimas estadisticas ofrecidas por el Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacion, el nimero de establecimiento total en 2021 fue de
5.182, mostrando una pequeiia recuperacion del sector, en aras de seguir creciendo y

desarrolldandose, favoreciendo la creacién de empleo y la circulacién econémica.

1.2. Hipoxia en acuicultura

La alta densidad en poblaciones de cultivo piscicolas ha desencadenado problemas
asociados a la demanda de oxigeno (Martos-Sitcha et al., 2019). A su vez, el aumento de
la temperatura global, propiciada por el cambio climatico, ha supuesto una elevacion de
la temperatura del agua, estando inversamente relacionada con la solubilidad de
oxigeno del medio (Verberk et al., 2021). De esta manera, un aumento de temperatura
ocasiona una disminucién de la solubilidad de los gases y, por tanto, su disponibilidad.
Esto ligado al aumento de la poblacion mundial y a la pérdida de conservacidn de los
recursos vivos marinos actualmente sobreexplotados, hara necesaria una mayor
produccién alimentaria (FAO, 2022) y fomentara el desarrollo de nuevas vias para
mantener el estado homeostatico de los individuos cultivados en situaciones de estrés,

como puede ser una baja concentracion de oxigeno en el medio.

Las situaciones de hipoxia actian como agente estresante, desencadenando una
serie de reacciones internas a nivel fisioldgico y generando cambios metabdlicos. Los
efectos de estos cambios internos recaeran sobre el apetito, crecimiento o proteccién
inmunoldgica, entre otros, dadas las desviaciones energéticas que el organismo realiza
para compensar la situacién e intentar revertirla, siendo un grave problema para el
sector acuicola. Es por ello que se hace necesaria la busqueda de mantener un equilibrio
y control sobre agentes externos estresantes, aminorando efectos negativos y pérdidas
econdmicas (Martos-Sitcha et al., 2020). Sin embargo, el control de estos en medios de
cultivo marino supone una mayor complejidad y, por tanto, el reto se hallard en

investigar sustancias que aminoren los efectos negativos internos que un agente



estresante pueda ocasionar al animal, en concreto en situaciones de hipoxia (Piazzon et

al., 2017; Jerez-Cepa, 2019).

1.3. Respuesta fisioldgica al estrés

El estrés puede definirse como “una situacién en la cual el equilibrio dindmico de
un organismo (estado homeostatico) es modificado como consecuencia de la accién de
un estimulo intrinseco o extrinseco al animal, denominado agente estresante” (Mancera

y Martin, 2014).

Tras romper el equilibrio homeostatico, el individuo desencadena una serie
reacciones internas como respuesta para compensar los cambios e intentar adaptarse a
ellos. La respuesta fisioldgica parte de un estimulo, activando dos sistemas o ejes
endocrinos: i) el eje hipotalamo-simpatico-cromafin (HSC) v, ii) el eje hipotdlamo-
hipofisario-interrenal (HHI). La velocidad de activacién y de generacién de producto final
en cada uno de los sistemas es diferente, de modo que el primer eje (HSC) se activa en
primera instancia originando un incremento en la sintesis y liberacion catecolaminas por
parte de las células cromafines del rifidon cefdlico, y el segundo (HHI), se activa
posteriormente, siendo un proceso mas lento y ocasionando la sintesis y liberacién de
cortisol al plasma (Mancera y Martin, 2014; Jerez-Cepa, 2019). El proceso de respuesta
gue experimenta un organismo ante una situacion de estrés es denominado Sindrome
de Adaptacién General, definido por Seyle (1950), y viene dado por diferentes etapas en

funcion de la duracion del estrés:
1) Reaccion de alarma inicial

Como su propio nombre indica, se genera una rapida reaccion del individuo
produciendo la activacion del eje HSC, originando la liberacién de catecolaminas
previamente mencionada: adrenalina por parte del tejido adrenal cromafin y
noradrenalina por parte de los terminales nerviosos simpaticos. Entre las funciones y
mecanismos que desencadenan estas sustancias, se encuentra un aumento de la
actividad motora, ritmo cardiaco y flujo sanguineo hacia el cerebro, corazén, musculo
esquelético y branquias, favoreciendo la captacién y transporte de oxigeno. También se

produce un aumento de la tasa metabdlica basal y metabolismo intermediario,



desencadenando procesos de glucogenolisis (degradaciéon de glucégeno para la
obtencién de glucosa, energia), lipolisis y glucogénesis (degradacion de acidos grasos
para sintetizar glucosa) y protedlisis (degradacién de aminoacidos para sinterizar

glucosa) (Mancera y Martin, 2014).
2) Fase de resistencia

Se produce un intento de adaptacion a la situacidn, activando el eje HHI y
retomando niveles normales, aunque superiores, de catecolaminas. Se liberan
corticoides adrenales (cortisol) cuya accién es mas lenta, manteniendo esta etapa de
resistencia energéticamente. Para ello, se genera una cascada endocrina secuenciando
una liberacion de neuropéptidos desde los centros neuronales del hipotalamo,
estimulando la sintesis y liberacion de ACTH (Hormona Adrenocorticotropa, estimulada
por la hormona liberadora de corticotropina, CRH) y a-MSH (hormona melanotropa,
estimulada por CRH, neuropéptido Y y la hormona liberadora de tirotropina, TRH) en la
hipodfisis que, a su vez, estimula la sintesis y liberacién de cortisol en la glandula
interrenal (Mancera y Martin, 2014; Martos-Sitcha, 2014; Jerez-Cepa, 2019) (Figura 3).
Igualmente, en esta fase se estimula la sintesis de catecolaminas desde el tejido
cromafin por influencia del cortisol y la ACTH, pudiendo mantenerse niveles superiores
a los basales (Mancera y Martin, 2014), tal como se ha mencionado previamente. Esta

respuesta produce hiperglucemia, aumentando el uso de reservas energéticas.

Cortisol

plasma hormone level

acute phase chronic phase

time scale of stress response

Figura 3. Nivel hormonal de CRH, ACTH, TRH, a-MSH y cortisol en el tiempo, diferenciando fases
de estrés agudo (izda.) y crénico (dcha). Fuente: Juan Miguel Mancera



3) Fase de agotamiento

El mantenimiento de la situacidn de estrés y de cortisol en el tiempo, originaran
interferencias en otros mecanismos y sistemas fisioldgicos como pueden ser el
crecimiento, reproduccién, sistema inmunitario o resiliencia, pudiendo ocasionar

mortalidad del individuo (Mancera y Martin, 2014).

Por tanto, encontramos tres tipos de respuesta (Mancera y Martin, 2014): i)
Respuesta primaria, donde se produce liberacién y aumento de catecolaminas y
corticosteroides adrenales en plasma promovidos por la activacién de nucleos
cerebrales, ii) Respuesta secundaria, donde se produce un incremento en el consumo
de oxigeno, actividad cardiaca, hiperglucemia y perturbaciones en el balance
hidrotermal ocasionado por las alteraciones de catecolaminas y corticosteroides
producidas en la respuesta primaria vy, iii) Respuesta terciaria, donde se activan
mecanismos que producen inhibiciébn y perturbacion de sistemas fisiolégicos
(crecimiento, reproduccidn, sistema inmune y resiliencia) (Mancera y Martin, 2014;

Jerez-Cepa, 2019) (Figura 4).
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Figura 4. Principales elementos neuroendocrinos del sistema de estrés en peces teledsteos y los efectos
fisiologicos que conlleva. ACTH: hormona adrenocorticotropa; MSH: hormona estimulante de los
melanocitos; 8-END: B-endorfina; FFA: dcidos grasos libres; 1/ : accién estimuladora/inhibidora

(tomado de Wendelaar Bonga, 1997).

1.4. Estrés por hipoxia

La presencia de oxigeno en el medio es un factor ambiental cuya variacién puede
generar una situacién de estrés en los individuos del medio. Existen diferentes
clasificaciones de estrés. En este caso, atendiendo al tipo de estrés ambiental, la

saturacion insuficiente de oxigeno en el medio se trata de un estrés fisico.

En condiciones de aguas hipdxicas, se produce la respuesta fisioldgica coordinada
expuesta previamente, induciendo cambios de comportamiento, fisiolégicos y
metabdlicos. En primera instancia, se produce bradicardia, asi como una disminucion de
la ingesta, reduciendo la demanda de oxigeno y la necesidad de energia (Martos-Sitcha
et al., 2019; Speers-Roesch et al., 2009), es decir, se produce una disminucién de la tasa

metabdlica, recayendo sobre el crecimiento y rendimiento productivo.



Por otro lado, se genera un cambio metabdlico donde la ausencia o poca presencia
de oxigeno propicia la obtenciéon de energia a partir del metabolismo anaerobio. Sin
embargo, la eficiencia de esta ruta metabdlica es menor, disminuyendo en mayor
medida el rendimiento de los peces. La supresién metabdlica originada por un estrés
prolongado estimula la produccidon de lactato y la accién catabdlica de proteinas a
aminodcidos en el musculo blanco que se transportan al higado para su posterior uso
como recurso energético (Shi et al., 2020; Jerez-Cepa, 2019; Maccormack y Driedzic,
2004). Esta respuesta promovida por el cortisol, permitird emplear dichos recursos en
diferentes rutas gluconeogénicas. Por tanto, la influencia del cortisol durante periodos
prolongados generard un constante uso de energia no destinado a procesos de
crecimiento, reproduccién o proteccion inmune, produciéndose, en definitiva, malgasto

energético.

Un proceso de estrés, como puede suceder fronte a bajas saturaciones de O; en el
agua, puede favorecer la formacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales
inducen a un estrés oxidativo (Shi et al., 2020; Magnoni et al., 2017), presenciando
radicales libres que deterioran ADN, ARN, proteinas y lipidos, desencadenando
reacciones inflamatorias. Esto unido al estrés ya presente, ocasionado por un factor
ambiental, desemboca en una depresién del sistema inmune e induce el encuentro con
patdgenos oportunistas. En Ultima instancia, la cuestién en investigacion radica en
elementos atenuantes de estrés, es decir, sustancias que sean capaces de regular la

liberacion y sintesis de cortisol.

1.5. Alternativas y mejoras de atenuacion de estrés

La gran relevancia dada en el sector acuicola por mantener el bienestar animal ha
promovido el desarrollo de técnicas y estudios que verifiquen el mejor estado y calidad
de vida del individuo, como puede ser una dptima densidad de cultivo o niveles de
factores fisico-quimicos (salinidad, temperatura, pH, oxigeno disuelto) que puedan
afectar a una especie. Ocasiones donde, tras tener todos los posibles parametros
controlados, el estrés es inmanejable, han generado interés sobre el uso sustancias con

accion atenuante, fomentando el desarrollo e investigacion de su efecto. Entre estas



sustancias encontramos empleo de anestésicos (de origen natural o quimico) y aditivos
en la dieta (Jerez-Cepa, 2019). En este estudio se realizara énfasis en los efectos que

pueden ocasionar ciertos compuestos adicionados en la dieta.

La via de entrada facilitada por la ingesta de compuestos nutracéuticos, aislados de
deferentes materias primas y demostrados por producir efectos fisioldgicos positivos en
los organismos, permite una rapida asimilacion del mismo, favoreciendo su accién
fisiolégica. Ademas, el uso de aditivos con antioxidantes (polifenoles, carotenoides,
vitaminas) o que faciliten su absorcién, con capacidad estimulante del sistema inmune
permiten mantener en mayor medida la resistencia a patdgenos oportunistas en
situaciones de estrés (Shi et al., 2020; Henrique et al., 1998). Es por ello que se estd
implementando el uso de fitogénicos y probidticos que favorecen la capacidad
antioxidante a través de una mayor absorcidn y biodisponibilidad de nutrientes (Jerez-

Cepa, 2019).

La presencia de componentes bioactivos en macro y microalgas ha fomentado su
uso en acuicultura como inmunoestimulantes, con eficientes propiedades antioxidantes
y atenuantes de estrés. El estudio publicado por Magnoni et al. (2017) demostré que la
suplementacion en la dieta con las algas Gracilaria y Ulva tratadas con calor, mejora la
tolerancia a hipoxia aguda en dorada. Asi mismo, en otro estudio realizado por Shi et al.

(2018) se ha visto el efecto inmune y antioxidante que genera el alga Sargassum horneri.

Paralelamente y manteniendo como caso de estudio los efectos dietéticos, es de
vital mencién la problematica encontrada en la elaboraciéon de piensos, donde casi
exentos los recursos naturales marinos procedentes de animales acuaticos para su
posterior transformacion a harina y aceite de pescado, se han investigado alternativas
de sustitucidn por harinas y aceites de origen vegetal que, ofrecidos a especies
carnivoras, como es el caso de la dorada y de la gran mayoria de especies de interés,
suponen dificultades para la asimilacidn de nutrientes que interfieren sobre la eficiencia
gastrointestinal, llegando a desencadenar estrés fisiolégico (Ekman et al., 2013). Del
mismo modo, se ha visto una fuerte relacidn entre la riqueza de la microbiota intestinal
y la barrera de proteccion frente a reacciones inflamatorias que pueden suponer
cualquier proceso de estrés (Cain y Swan, 2010), llegando a mejorar la eficiencia de

alimentacion de los individuos, asi como brindar proteccién a los mismos. Por tanto,
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componentes funcionales afadidos a los piensos traeran grandes beneficios para

mantener el estado homeostatico de los animales.

1.6. Calidad de agua

El estado ambiental, asi como las alteraciones producidas en el mismo, es uno de
los factores mas relevantes a tener en cuenta en el proceso de proyeccion, construccion
y/o aplicacion de un producto, ya sea directo o indirecto su efecto sobre el medio. Por
ello, se deberd evaluar previamente la influencia del mismo, pudiendo aportar
caracteristicas beneficiosas o perjudiciales. Desde el inicio del desarrollo acuicola,
tomando un papel fundamental sobre la produccién y la alimentacién, se comenzaron a
realizar estudios para analizar y calcular el efecto que supone sobre agua y aire. El
estudio realizado en 2020, por Macleod et al., analizé la proporcion de gases de efecto
invernadero de origen antropoldgico que libera el sector acuicola frente al ganadero,
siendo de 0,49%, mucho menor que el generado por el vacuno, ovino y caprino. Por otro
lado, los vertidos generados por el sector acuicola suelen estar asociados con el
incremento de carbono organico, sélidos en suspensién, grupos fosfatados y diferentes
especies de nitrégeno (en forma de amonio, nitrato y nitrito), asi como demanda de
oxigeno quimico y biolégico, provenientes de residuos de la actividad como pueden ser
restos de pienso, heces o descomposicidn de algun individuo que genere sedimentacion,
fomentando la contaminacién del agua e impactando sobre los niveles de oxigeno

disuelto y la supervivencia de los propios individuos (Hlordzi et al., 2020)

Mantener la calidad del agua en un area de cria es uno de los grandes retos que
rigen al sector, debido a que el deterioro del medio esta directamente relacionado con
el bienestar animal. Asi mismo, las altas densidades de cultivo pueden provocar éste
empobrecimiento del medio, generando estrés y haciendo mas susceptibles a
enfermedades o patégenos a los individuos (Lieke et al., 2019). Sistemas de recirculaciéon
o tecnologias de biofiltros (donde se incluye el uso de microorganismos y sistemas de
acuaponia) son diferentes métodos probados para amortiguar o aminorar los efectos
sobre el medio (Carlberg et al., 2002; Hlordzi et al., 2020), aunque uno de los métodos

mas usados es la renovacién de agua, el cual es caro y puede acarrear las consecuencias
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de infeccion y liberacion de residuos al medio. Por otro lado, se ha estado
implementando el uso de probidticos para el mantenimiento de la calidad del agua,
ademas de promover a los individuos inmunoestimulacién, resistencia a patégenos y

mejoras sobre el rendimiento energético y crecimiento (Hoseinifar et al., 2018).

De esta forma, la inclusion de probidticos en la dieta generara cambios fisioldgicos
a los individuos, asi como efectos al medio por la liberacién de heces. Si los cambios
fisiolégicos van direccionados a mejorar la eficiencia de alimentaciéon, de manera que
exista una mayor digestibilidad y aprovechamiento nutricional, se generard menor
residuo y menor liberacion de gases nitrogenados provenientes del metabolismo
proteico. Por otro lado, se ha visto como grupos bacterianos especificos como Bacillus
sp., han demostrado tener propiedades depurativas sobre el medio acuatico ademas de
producir una serie de esporas y metabolitos que confieren proteccién frente a
patégenos al individuo. Por tanto, adiciones especificas de probidticos en piensos

pueden beneficiar positivamente tanto al individuo como al medio (Hlordzi et al., 2020).

1.7. La dorada como especie de interés

La dorada (Sparus aurata Linneaus, 1758), es una especie de teledsteo marino
perteneciente a la clase Osteictios, orden Perciformes y familia Sparidae, caracterizada
por su cuerpo alto ovalado y dorsalmente aplanado, con cabeza grande y perfil
arqueado. Presenta una coloracion argéntea y destaca por su brillante mancha dorada
entre los ojos y, por la vertical negra en su zona opercular, que arranca desde la linea
lateral hacia la parte superior de los opérculos branquiales (Figura 5). La especie se
extiende por el Mar Mediterraneo, Mar Negro, Mar Rojo y las costas orientales del

Atlantico, ademads de las costas inglesas y mauritanas (Calderer, 2001).
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Figura 5. Sparus aurata Linnaeus, 1758. Fuente: Scandinavian Fishing Year Book.

Habita en profundidades de hasta 90 metros, por lo comun en zonas litorales y
puede llegar a alcanzar los 70 cm de longitud, peso de 5 kg y 10 afios de vida (Calderer,
2001). Se trata de una especie euriterma (5-32 2C) y eurihalina (4-70%0) que, durante
los meses de primavera y verano, habitan en zonas costeras y salobres (desembocaduras
de rios y lagunas litorales) alevines y juveniles para alimentarse. Al avanzar el ciclo anual
y llegar los meses de otofio, realizan una migracién a mar abierto, en especial los
individuos con edad de madurez sexual, para la reproduccién y el desove (Hadj-Taieb et
al., 2013). La adaptacion a amplios rangos de temperatura y salinidad ha generado en
esta especie alto interés para su produccién, promoviendo su estudio ante condiciones

de estrés semejantes a la realidad de cultivo (Jerez-Cepa, 2019).

La dorada presenta hermafroditismo secuencial protandrico, en donde los
individuos al nacer son machos y tras producirse la primera madurez sexual, en funcién
de las condiciones ambientales, asi como factores sociales y hormonales, se produce la
inversion sexual de una proporcién de la poblacién a hembra (Calderer, 2001). La
alimentacion bioldgica de la especie es carnivora, siendo las necesidades proteicas
elevadas e imprescindibles los aportes correspondientes de acidos grasos esenciales,
vitaminas y minerales para el mantenimiento del estado homeostatico (Fernandez-

Palacios, 2007).

Al ser una especie de alto interés, se ve reflejada su importancia en la produccién
anual tanto mediterranea como europea y espafola. En 2021 se estimaron 321.912
toneladas producidas en Europa y en el resto del Mediterraneo por acuicultura, un

12,6% superior al afio anterior (APROMAR, 2022). Espana representa el 3% de la
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produccién con 9.632 toneladas, igualmente superando las cifras del afio anterior en un
46,2%, mostrando una recuperacién de la produccién afectada por la pandemia sufrida
en 2020. La Comunidad Valenciana encabeza la produccidon con en 57% del total, 5.486
toneladas. Cabe destacar que, a nivel mundial, el 97% de la oferta total de dorada

corresponde a acuicultura, frente al 3% que supone la pesca extractiva.

1.8. Objetivos

El objetivo general del Trabajo Fin de Mdaster sera evaluar, a partir de un experimento
de alimentacion a medio-largo plazo, el efecto ocasionado por la suplementacién de
diferentes concentraciones (1y 3,5 %) de un nutracéutico simbidtico natural a base de
hidrolizados de macroalgas, alginato y extracciones enzimatico-bacterianas desarrollado
por la empresa Biotechnology Biopolym S.A. (Prebiodo 1), en dietas con alta proporcién
de harinas vegetales sobre juveniles de dorada (Sparus aurata) sometidos a un reto de
hipoxia moderada. Para ello, el proceso sera desarrollado en los siguientes objetivos

especificos:

- Analizar cambios metabdlicos producidos a nivel circulante (plasma), hepatico y
muscular en ejemplares mantenidos bajo condiciones de i) normoxia (saturacion
de oxigeno >85%) e ii) hipoxia moderada (saturacién de oxigeno 35-40%),
previamente alimentados durante un periodo de 90 dias con diferentes dosis del
compuesto Prebiodo Il.

- Examinar la calidad del agua mediante las diferencias encontradas en las
concentraciones de amonio, nitrito y nitrato liberadas al medio en condiciones
de normoxia e hipoxia moderada.

- Evaluar posibles mejoras metabdlicas y de bienestar durante el proceso de
hipoxia moderada, asociadas a una mayor digestibilidad y funcionalidad del

compuesto Prebiodo Il.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Diseiio experimental

En base a la relevancia y alto interés productivo enfocado sobre el sector acuicola,
especialmente en la dorada (Sparus aurata), se propuso estudiar el efecto ocasionado
por la suplementacion de un nutracéutico simbidtico natural a base de hidrolizados de
macroalgas, alginato y extracciones enzimatico-bacterianas (Prebiodo Il producido por
Biotechnology Biopolym S.A.) en dietas con alta proporcion de origen vegetal (~75%)
sobre juveniles de dorada, sometidas a una disminucidn de la concentracidén/saturacion
de oxigeno (0O2) del medio. El estudio surgié a partir de un experimento inicial de
alimentacion a medio-largo plazo (91 dias), el cual permitié estudiar en primera
instancia el efecto provocado por la dieta suplementada con el nutracéutico natural
(Prebiodo 1) sobre el crecimiento, metabolismo intermediario y bienestar animal en los
juveniles de dorada (Moreno, 2022). Tras ello, se propuso estudiar el efecto de la

suplementacion asociado a estrés ambiental (medio hipdxico).

El experimento fue realizado en los Servicios Centrales de Investigacién en Cultivos
Marinos (SCI-CM) de la Universidad de Cadiz (CASEM, Puerto Real; Cédigo REGA
ES11028000312).

Partiendo del experimento de alimentacidn y crecimiento, se estabularon un total
de 180 individuos con un peso medio inicial de 54,58 £ 0,05 g en 9 tanques con volumen
de 300 L (20 individuos/tanque; densidad de carga inicial de 3 kg/m3). Se establecieron
3 grupos experimentales, en triplicado, en funcidn de la dieta ofrecida: i) Dieta control
con alta proporcién vegetal (control), ii) suplementacion con un porcentaje de inclusién
al 1% de Prebiodo Il sobre la dieta control (B 1%), y iii) suplementacion con un porcentaje
de inclusion al 3,5% de Prebiodo Il sobre la dieta control (B 3,5%). Las condiciones
ambientales fueron de 199C y 37%o de salinidad, con un sistema de flujo abierto y
constante, y periodo natural asistido (13L/11D) durante un periodo experimental de 91
dias. La alimentacion se realizdé durante 6 dias a la semana, ofreciendo dos tomas diarias
hasta saciedad aparente (ad libitum), manteniendo un control semanal de ingesta
gravimétricamente y, un control mensual de crecimiento a partir de muestreos
biométricos. La prueba de alimentacion se llevd a cabo “a ciegas” y la distribucion de los

individuos bajo condicion de aleatoriedad, significando esto el desconocimiento de la
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dieta asignada a cada grupo experimental hasta la finalizacién del proceso de
experimentacion, evitando subjetividad sobre posibles cambios visuales y conductuales.
La identificacién de cada grupo fue marcada mediante colores: i) rojo para el control, ii)

verde para la suplementacién de 1% vy, iii) azul para la suplementacion de 3,5%.

Posteriormente, tras 7 dias adicionales de alimentacion una vez finalizado el
muestreo final de crecimiento, un total de 126 individuos, repartidos en los 9 tanques
mencionados previamente, y bajo su misma organizacioén, fueron sometidos a hipoxia
moderada dos de cada tres tanques por grupo experimental, durante un periodo de 24
horas. Es decir, en base a la dieta, se establecieron dos subgrupos: normoxia (>85 %
saturacion de O3) e hipoxia moderada (35-40 % saturacion de O3), obteniendo dos
variables a analizar posteriormente, en funciéon de: i) la suplementacién de la dieta y, ii)

de la concentracién/saturacion de oxigeno en el medio.

2.2. Obtencidn de datos biométricos y muestras bioldgicas

La fase de experimentacidén condicionada por los niveles de O, concluydé con un
muestreo final que permitid el posterior analisis de datos. Asi, tras 24 h de hipoxia
moderada, y previo a la extraccion de los peces de cada uno de los tanques, se tomé una
alicuota de agua para la medicidon de parametros de calidad. Posteriormente, 4-6
individuos por tanque (n = 6-8 individuos/grupo experimental) fueron anestesiados a
dosis letal (1 mL de 2-fenoxietanol/L agua de mar) para la toma de muestras bioldgicas.
Los individuos fueron pesados y medidos individualmente permitiendo realizar el calculo
del factor de condicidn (K). Se prosiguié con la obtencién de sangre por puncion del
pedunculo caudal mediante jeringas de 1 mL previamente heparinizadas, evitando la
coagulacién sanguinea, y su centrifugacion durante 3 minutos a 13.000 g para la
diferenciacién de hematocrito y plasma. El plasma fue doblemente alicuotado en tubos

Eppendorf de 0,5 mL para el futuro analisis metabdlico.

Seguidamente, a través de una incisidén desde el ano a la zona opercular inferior, se
extrajo el paquete visceral y se separaron los diferentes érganos. El higado fue pesado
para el calculo de indice hepatosomatico (IHS), asi como alicuotado para el analisis

metabdlico. La toma de muestras concluyd con la muscular, mediante un pequeiio corte
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de la zona dorsal del animal, previamente desescamado y sin piel, para ser igualmente
alicuotado y analizado. Las muestras bioldgicas fueron instantdneamente congeladas en

nitrégeno liquido y posteriormente almacenadas a -802C hasta su analisis.

Todos los procedimientos experimentales fueron llevados a cabo siguiendo las
directrices dadas por la legislacion vigente de la Unidn Europea (2010/63/UE), espaiiola
(ley 32/2007 y RD 53/2013) y de la Universidad de Cadiz, para el uso de animales de
laboratorio. Ademas, el presente modelo experimental cuenta con la aprobacién de la
Junta de Andalucia para el uso y manipulacién de animales de experimentacion, con el

numero de autorizacion 3/11/2021/172.

2.3. indices zootécnicos y somaticos

Los datos obtenidos en relacién a las medidas de los individuos, como son el peso
y la longitud furcal, permitieron calcular el indice zootécnico factor de condicién (K). Por
otro lado, el peso tomado del higado permitié hallar el indice hepatosomatico (IHS). Las

expresiones para cada uno de los indices vienen dadas por:

- K:relacion volumétrica en funcién del peso.

Peso individual
(9) 100

- Longitud individual®(cm) .
- IHS (%): Relacion existente entre el peso del higado y el peso total del ejemplar.

Permite conocer la reserva energética del animal a nivel hepatico.

PeSOHigado (g) .
Peso individual(g)

IHS = 100

2.4. Analisis metabdlico

Las técnicas de analisis metabdlico usadas estdan basadas en reacciones
colorimétricas entre la muestra y una solucién reactiva, generando un producto final el
cual, en funcién de su absorbancia y la comparacién con curvas estandar preparadas
para cada uno de los metabolitos, permitira conocer la concentracién del metabolito en

cuestion. Las soluciones reactivas fueron facilitadas por kits de las casas comerciales: i)
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SpinReact S.A., Sant Esteve d’en Bas, Girona, Espafia, para el caso de los metabolitos
energéticos (lactato [Lactate Ref. 1001330], glucosa [Glucose-HK Cod. 1001200],
triglicéridos [Triglycerides Ref. 1001311] y colesterol [Cholesterol-LQ Ref. 41021]); ii)
THERMO, PIERCE™ BCA, CULTEK S.L., Rockford, EE.UU., para el caso de las proteinas
totales (BCA Protein Assay Kit); y iii) Arbor Assays™, Eisenhower Place Ann Arbor, EE.UU.,
para el caso del cortisol plasmatico (Cortisol Enzyme Immunoassay, KO03-H1W). Las
muestras fueron preparadas en microplacas de 96 pocillos, y analizadas en un
espectrofotémetro PowerWave™ 340 para microplaca (Biotek Instruments, Winooski,
VT, EE.UU.), con software analitico KCjunior Software para Microsoft® Windows XP
(Figura 6). Las muestras fueron analizadas en duplicado, con curvas de calibrado en
cuadriplicado. Para el andlisis de lactato, triglicéridos, colesterol y proteina las muestras

fueron necesariamente diluidas, cuya especificacion se redacta a continuacién.

El proceso de analisis metabdlico comenzd con las muestras plasmaticas, en las
cuales se estudiaron los niveles de glucosa, lactato (1/4), triglicéridos (1/4), colesterol
(1/4), proteina (1/50) y cortisol. En segundo lugar, se analizaron las muestras hepaticas,
donde se vieron los niveles de lactato (1/15), triglicéridos (1/60), glucosa y glucégeno
(1/315). Finalizando el andlisis metabdlico con el muscular, midiendo los niveles de

lactato (1/60), triglicéridos (1/15), glucosa y glucégeno (1/315).

Figura 6. Espectrofotometro PowerWave. Fuente: BioTek
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2.5. Andlisis de agua

El reto de hipoxia requirid la eliminacién practicamente total de la aireacion de cada
uno de los tanques, con una disminuciéon minima del flujo de agua de entrada, de modo
que, la renovacion de agua fue menor, con busqueda de similitud a un caso real de
cultivo, donde se encuentra en mayor medida el proceso de nitrificacién. Las muestras
de agua (12 mL) se tomaron en el momento de muestreo para ser directamente
congeladas a -20 2C. El andlisis de las mismas se realizd con el kit comercial de Hanna
Intruments® (HI 700 Amonio Rango Bajo y HI 764 Nitrito Rango Ultra Bajo), previa
dilucién de las muestras % para la obtencion de la concentracion de amonio y nitritos

(ppm) en el agua.

2.6. Analisis estadistico

Los datos y pardmetros obtenidos en las técnicas analiticas fueron trabajados y
ordenados mediante el software Microsoft Excel permitiendo el calculo de indices
zootécnicos, somaticos y niveles metabdlicos para su posterior procesamiento en el
programa estadistico GraphPad Prism 8 (GraphPad Softwares, San Diego, EE.UU.) Los
datos fueron expresados como la media * el error estdndar de la media (EEM) para la
ejecucion analitica mediante un analisis de varianza de dos vias (two-way ANOVA). Las
variables consideradas fueron i) la dieta experimental de cada grupo (control, B 1% y B
3,5%) y ii) la concentracion/saturacion de oxigeno en el medio (normoxia e hipoxia). Se
aplicaron test estadisticos de normalidad y homocedasticidad para la comparacion de
varianzas entre los grupos. Las diferencias significativas son expresadas con valores de

significacidn de p-valor<0,05, e identificadas mediante el test de Tukey.
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3. RESULTADOS

3.1. Crecimiento y parametros biométricos

En relacién al experimento de crecimiento realizado durante 91 dias de
alimentacion, los individuos experimentales partieron de un peso inicial de 54,58 + 0,05
g, alcanzando un peso final aproximado en todos los grupos de entre 130-134 g,
obteniendo el mayor valor en cuanto a biomasa, ganancia de peso (WG, evolucion del
peso en porcentaje) y tasa especifica de crecimiento (SGR, variacion del peso a lo largo
del tiempo) para el grupo B 1%; ademads, se encontraron valores estadisticamente
significativos en la eficiencia de alimentacion (FE, relacion entre el aumento de peso y
alimento ingerido), mostrando una clara y observable tendencia creciente y dosis-

dependiente (Moreno, 2022).

Los resultados referentes al factor de condicién (K) e indice hepatosomatico (IHS,
%) se muestran en la Tabla 1. El factor K muestra valores estadisticamente significativos
(p-valor<0,05) en cuanto a la dieta en ambos grupos (normoxia e hipoxia), mostrando
los valores mas altos en el grupo suplementado al 1% (B 1%). El indice hepatosomatico
(IHS, %) fue menor en los grupos suplementados (B 1% y B 3,5%) mostrando una
tendencia decreciente y dosis-dependiente, no siendo estadisticamente significativo y

correspondiéndose con resultados anteriormente obtenidos (Moreno, 2022).
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Tabla 1. Resultados de factor de condicion (K) e indice hepatosomdtico (IHS, %) en juveniles de Sparus aurata alimentados con diferentes dietas experimentales (Control, B1%y B 3,5%) y sometidos
a diferentes concentraciones/saturaciones de oxigeno (normoxia e hipoxia). Resultados expresados como el promedio + EEM, y analizados mediante andlisis ANOVA de dos vias. Las diferentes
letras minusculas representan diferencias estadisticamente significativas entre las dietas experimentales para el grupo normoxia. Las diferentes letras mayusculas representan diferencias
estadisticamente significativas entre las dietas experimentales para el grupo hipoxia (p-valor<0,05).

Control B1% B3,5% p-valor
Normoxia Hipoxia Normoxia Hipoxia Normoxia Hipoxia Dieta [02] Interaccion
K | 2,11£0,07°  2,20£0,04* | 2,27£0,06°  2,33%0,05° | 215%004® 2,30£0,07*® 0,024 0,518 0,475
IHS (%) 2,02 +0,11 1,86 +0,14 1,92 +0,11 1,63+0,14 1,60 + 0,06 1,74 +0,12 0,591 0,591 0,523
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3.2. Metabolitos plasmaticos

Los resultados de metabolitos plasmaticos (lactato, glucosa, triglicéridos, colesterol
y proteinas), asi como de los niveles circulantes de cortisol, se muestran en la Figura 7.
Los niveles de lactato (mM) mostraron una disminucién estadisticamente significativa
en los grupos alimentados con ambas concentraciones (1 y 3,5%) de Prebiodo Il con
respecto al grupo Control en aquellos animales mantenidos en condiciones de hipoxia
moderada; ademads, el proceso de hipoxia mostré un aumento de los niveles de este
metabolito con respecto a los registrados en animales en normoxia, siendo
estadisticamente significativos el grupo Control (Fig. 7A). Los valores de glucosa también
(mM) aumentaron de forma general en los grupos sometidos a hipoxia, encontrando
una mayor respuesta en el grupo B 3,5% con un aumento significativo con respecto a los
animales mantenidos en condiciones de normoxia (Fig. 7B). En el caso de los triglicéridos
(TAG, mM; Fig. 7C) y proteinas (mg/dL; Fig. 7E) se observd un aumento significativo y
dosis-dependiente en funcidn de la dieta para los grupos en normoxia. Por su parte, la
comparacion entre los grupos mantenidos en normoxia e hipoxia solo mostré una
diminucién de los valores de ambos metabolitos en los animales alimentados
previamente con la dieta B 3,5%, aunque siendo solo estadisticamente significativa para
el caso de los TAG (Fig. 7C). En cuanto a los niveles de colesterol (mg/dL; Fig. 7D), la
suplementacién con ambas concentraciones de Prebiodo Il reflejé valores crecientes en
ambas condiciones de saturacidon de oxigeno (normoxia e hipoxia), con un aumento
significativo para el grupo Control, y una disminucién generalizada en los grupos B 1%y
B 3,5% para los ejemplares sometidos al proceso de hipoxia moderada con respecto a
los mantenidos en condiciones de normoxia. Finalmente, los niveles de cortisol
circulante (ng/dL) se muestran en la Fig. 7F. Los resultados mostraron una disminucion
generalizada y significativa en los grupos suplementados con el producto Prebiodo Il (B
1% y B 3,5%) con respecto al grupo Control en ambas condiciones de saturacion de
oxigeno. Por lo que se refiere a los grupos sometidos a hipoxia, solo los ejemplares
suplementados al B 1% mostraron un aumento significativo con respecto a los que se
encontraban en condiciones de normoxia, mientras que para el grupo Control la hipoxia

mostré una disminucién, aunque no significativa, de esta hormona.
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Figura 7. Niveles de metabolitos plasmdticos [A: Lactato (Mm), B: Glucosa (Mm), C: Triglicéridos (TAG, Mm), D:
Colesterol (mg/dL), E: Proteinas (mg/dL)] y F: Cortisol (ng/dL) en juveniles de Sparus aurata alimentados con diferentes
dietas experimentales (Control, B 1% y B 3,5%) y sometidos a diferentes concentraciones/saturaciones de oxigeno
(normoxia e hipoxia). Resultados expresados como el promedio + EEM, y analizados mediante andlisis ANOVA de dos
vias. Las diferentes letras minusculas representan diferencias estadisticamente significativas entre las dietas
experimentales para el grupo normoxia. Las diferentes letras mayusculas representan diferencias estadisticamente
significativas entre las dietas experimentales para el grupo hipoxia. El asterisco representa diferencias

estadisticamente significativas entre diferentes saturaciones de oxigeno dentro de una misma dieta (p-valor<0,05).
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3.3. Metabolitos hepaticos

Los resultados de metabolitos hepaticos (lactato, triglicéridos, glucosa y glucégeno)
se muestran representados en la Figura 8. Los niveles de lactato (mmol/g peso fresco)
mostraron un aumento generalizado, aunque no estadisticamente significativo, en los
individuos sometidos a hipoxia, encontrando mayor diferencia en los grupos Control y B
3,5%. Por otro lado, se encontrd significancia en cuanto a la dieta en los ejemplares
mantenidos en condiciones de normoxia, mostrando mayores niveles de este
metabolito los suplementados con Prebiodo Il al 3,5% (Fig. 8A). Sin embargo, los niveles
de triglicéridos (TAG, mmol/g peso fresco) fueron menores de manera general en los
grupos sometidos a hipoxia moderada, siendo esta disminucion significativa para el
grupo Control cuando se comparan con los ejemplares mantenidos en condiciones de
normoxia. Ademas, se pudo apreciar una tendencia creciente y dosis-dependiente en
los ejemplares mantenidos en hipoxia moderada (Fig. 8B). Los niveles de glucosa
(mmol/g peso fresco) reflejaron una tendencia creciente y dosis-dependiente en
normoxia, siendo significativamente mayores para el grupo suplementado al 3,5%
frente al Control, mientras que, en condiciones de hipoxia, los resultados muestran
valores significativamente mayores para ambos grupos suplementados con Prebiodo I
respecto al Control. En ultimo lugar, los resultados referentes al nivel de glucégeno
(mmol/g peso fresco) mostraron un patrén con la disminucion dosis-dependiente y
estadisticamente significativa en aquellos individuos sometidos a hipoxia moderada. A
su vez, el proceso de hipoxia mostré una disminucién estadisticamente significativa de
este metabolito con respecto a los valores obtenidos en normoxia para el grupo

suplementado al 3,5% (Fig. 8D).
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Figura 8. Niveles de metabolitos hepdticos [A: Lactato (mmol/gpf), B: Triglicéridos (TAG, mmol/gpf), C: Glucosa
(mmol/gpf) v D: Glucégeno (mmol/gpf)] en juveniles de Sparus aurata alimentados con diferentes dietas
experimentales (Control, B1% y B 3,5%) y sometidos a diferentes concentraciones/saturaciones de oxigeno (normoxia
e hipoxia). Resultados expresados como el promedio + EEM, y analizados mediante andlisis ANOVA de dos vias. Las
diferentes letras minusculas representan diferencias estadisticamente significativas entre las dietas experimentales
para el grupo normoxia. Las diferentes letras mayusculas representan diferencias estadisticamente significativas entre
las dietas experimentales para el grupo hipoxia. El asterisco representa diferencias estadisticamente significativas

entre diferentes saturaciones de oxigeno dentro de una misma dieta (p-valor<0,05).
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3.4. Metabolitos musculares

Los resultados de metabolitos musculares (lactato, triglicéridos, glucosa vy
glucdgeno) se muestran en la Figura 9. Los niveles de lactato (mmol/g peso fresco) en
condiciones de hipoxia mostraron una disminucidén estadisticamente significativa con
tendencia dosis-dependiente entre los grupos alimentados con dieta suplementada al
1% vy 3,5% de Prebiodo Il y el grupo Control. A su vez, para el grupo Control el proceso
de hipoxia generd un aumento significativo de los niveles de este metabolito con
respecto a los registrados en animales en normoxia (Fig. 9A). Los niveles de triglicéridos
(TAG, mmol/g peso fresco) mostraron una mayor concentracién en ambos grupos
suplementados con Prebiodo Il en los animales sometidos a hipoxia, siendo
estadisticamente significativo para el grupo B 1% respecto al Control; ademds este grupo
presento diferencias estadisticamente significativas respecto a los valores obtenidos en
normoxia (Fig. 9B). Los niveles de glucosa (mmol/g peso fresco) de los ejemplares
mantenidos en condiciones de hipoxia moderada presentaron un aumento
estadisticamente significativo entre el grupo suplementado al 3,5% y el grupo Control,
mostrando una tendencia creciente y dosis-dependiente, mientras que en el caso de los
individuos mantenidos en normoxia se observé un aumento de este pardmetro en los
alimentados con el 1% del compuesto, presentando los del grupo Control y B 3,5%
valores practicamente indetectables; por su parte, el efecto de la hipoxia generd efectos
significativos sobre ambos grupos suplementados (B 1% y B 3,5%), mostrando un
descenso en el primero y aumento en el segundo, respectivamente, con respecto a la
normoxia (Fig. 9C). Finalmente, los niveles de glucégeno (mmol/g peso fresco) se
muestran en la Figura 9D. Los resultados mostraron una tendencia decreciente y dosis-
dependiente en el grupo sometido a hipoxia, siendo significativa la diferencia entre los
grupos suplementados (B 1% y B 3,5%) con respecto al Control. Ademds, se puedo
observar un mayor efecto de la hipoxia en los individuos alimentados con la dieta
Control, encontrando una disminucién estadisticamente significancia con respecto a los

valores obtenidos de este metabolito en normoxia.
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Figura 9. Niveles de metabolitos musculares [A: Lactato (mmol/gpf), B: Triglicéridos (TAG, mmol/gpf), C: Glucosa
(mmol/gpf) y D: Glucégeno (mmol/gpf)] en juveniles de Sparus aurata alimentados con diferentes dietas
experimentales (Control, B1% y B 3,5%) y sometidos a diferentes concentraciones/saturaciones de oxigeno (normoxia
e hipoxia). Resultados expresados como el promedio + EEM, y analizados mediante andlisis ANOVA de dos vias. Las
diferentes letras minusculas representan diferencias estadisticamente significativas entre las dietas experimentales
para el grupo normoxia. Las diferentes letras mayusculas representan diferencias estadisticamente significativas entre
las dietas experimentales para el grupo hipoxia. El asterisco representa diferencias estadisticamente significativas

entre diferentes saturaciones de oxigeno dentro de una misma dieta (p-valor<0,05).
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3.5. Calidad de agua

Los resultados analizados para el estudio de calidad de agua (pH, amonio y nitrito)
se muestran en la Figura 10. Los niveles de amonio (NH4, ppm) en agua en aquellos
tanques mantenidos en normoxia revelaron unas concentraciones indetectables,
mientras que en en aquellos tanques mantenidos en hipoxia mostraron una tendencia
decreciente y estadisticamente significativa entre grupos, mostrando el grupo control
los mayores niveles, con una clara disminucidon de este pardmetro de forma dosis-
dependiente. Ademas, el proceso de hipoxia generd un aumento significativo con
respecto a los valores registrados en normoxia para el grupo Control y el suplementado
al 1% de Prebiodo Il (Fig 10A). Por otro lado, los niveles de nitrito (NO2, ppm) mostraron
un patrén similar en ambas condiciones de normoxia e hipoxia, con una tendencia
decreciente y estadisticamente significativa entre el grupo Control y los grupos
suplementados (B1% y B3,5%). Ademas, y de manera general, se produjo un aumento
de este parametro en el agua de los grupos sometidos a hipoxia, aunque estas
diferencias solo fueron estadisticamente significativas para los tanques del grupo

Control y en aquel suplementado al 1% de Prebiodo Il (Fig. 10B).
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Figura 10. Niveles en agua de A: Amonio (NH4, ppm) y B: Nitrito (NO,, ppm) en el medio donde juveniles de Sparus
aurata fueron alimentados con diferentes dietas experimentales (Control, B 1% y B 3,5%) y sometidos a diferentes
concentraciones/saturaciones de oxigeno (normoxia e hipoxia). Resultados expresados como el promedio + EEM, y
analizados mediante andlisis ANOVA de dos vias. Las diferentes letras minusculas representan diferencias
estadisticamente significativas entre las dietas experimentales para el grupo normoxia. Las diferentes letras
maydusculas representan diferencias estadisticamente significativas entre las dietas experimentales para el grupo
hipoxia. El asterisco representa diferencias estadisticamente significativas entre diferentes saturaciones de oxigeno

dentro de una misma dieta (p-valor<0,05; ND: No Detectado).
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4. DISCUSION

Encontrar componentes dietéticos provistos de propiedades beneficiosas y
necesarias para mantener y/o fortalecer el estado homeostatico de los individuos
productivos ha sido uno de los objetivos principales a seguir en el sector acuicola. Los
numerosos agentes externos considerados estresantes que coexisten continuamente
con los cultivos estan siendo punto de mira en investigacién para poder ser capaces de
encontrar sustancias atenuantes de estrés que dichos agentes producen sobre los
individuos (Cerezuela, 2012). Por otro lado, la insistencia en formular dietas adecuadas
a una especie en concreto nace de la necesidad de lograr la optimizacién en el
rendimiento técnico productivo y econédmico manteniendo, a su vez, sostenibilidad y
bienestar animal en el cultivo. De manera que, cumplir las necesidades fisioldgicas
ligadas a la alimentacién tendra un valor real sobre las capacidades que desarrollara el
individuo para poder mantenerse en el estado ideal (homeostatico), brindandole de la
energia suficiente y adecuada para lograr las metas de crecimiento y productividad
establecidas. En el presente Trabajo Fin de Master se evalué el efecto que ocasiond un
nutracéutico simbidtico natural, a base de macroalgas, alginato y extracciones
enzimatico-bacterianas (Prebiodo Il desarrollado por Biotechnology Biopolym S.A.),
adicionado a una dieta con alto porcentaje de origen vegetal, sobre juveniles de dorada
sometidos tras un periodo de alimentacion a medio/largo plazo (91 dias) a un reto de

hipoxia moderada, considerada esta como fuente de estrés.

Los pardmetros de crecimiento estudiados tras el periodo de alimentacién dieron
una posible idea del estado interno en el que se encontraban los ejemplares. El factor
de condicidon (K) responde al tipo de crecimiento seguido por los individuos en relacién
a la proporcién entre el aumento de peso y longitud, oscilando entre 1,5y 2,5 en dorada
(Ortega, 2008) por lo que, aun habiendo encontrado los mayores valores de este
parametro en los individuos suplementados con Prebiodo Il al 1%, con valores de 2,27
en normoxia y 2,33 en hipoxia, se puede confirmar el buen estado o condicién de los
ejemplares en general, siguiendo un correcto crecimiento alométrico entre todas las
dietas experimentales. Ademads de ello, llama la atencién las diferencias observadas,
aungue no significativas, dentro de cada dieta dependientes de la condicién de oxigeno

mantenida durante las ultimas 24 h de cultivo (periodo de hipoxia vs normoxia). En este
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sentido, cabe recordar que el proceso de hipoxia se inici6 tras la alimentacién de todos
los animales en condiciones de normoxia, por lo que estas tendencias de aumento del
pardmetro K (peso corporal/longitud®) pueden reflejar claramente la disminucion
metabdlica de los animales provocada durante el periodo de hipoxia en donde podria
darse una acumulacion y/o digestion mas lenta del alimento ingerido, a diferencia de en
aquellos animales mantenidos en condiciones de normoxia en donde el metabolismo
basal siguid realizandose en condiciones aerdbicas normales. Por su parte, no hubo
diferencias significativas en lo que respecta al indice hepatosomatico (IHS, %), aunque
se pudo apreciar una tendencia decreciente a medida que se aumentaba la dosis de
suplementacién, pudiéndose relacionar con una menor acumulacién de grasa en el
higado, cuyo hecho responde a un favorecimiento de circulacién, transporte y uso
energético, creando una optimizacién por parte del individuo en la retencidén energética
(Garcia-Meilan, 2009), insinuando beneficios sobre el uso de Prebiodo I/l como un
compuesto simbidtico asimilable y altamente utilizable, que cumplird determinadas
funciones fisiolégicas, sin necesidad de ser almacenado y poder producir problemas
comunes en la practica acuicola, como es la aparicidn de higado graso. Tanto en el grupo
control como en el suplementado al 1%, se observd una leve disminucidn de este indice
en condiciones de hipoxia moderada, sugiriendo un uso de la reserva hepatica para

afrontar la condicion de estrés sufrida.

El conjunto de metabolitos analizados y posteriormente estudiados permitiran
conocer de manera mas concreta el estado interno metabdlico en el que se encontraban
los individuos tras haber sido sometidos a hipoxia moderada. Los patrones que siguen
los metabolitos plasmaticos, hepaticos y musculares revelan el balance entre el
transportes y la acumulacion energéticos modulados por los individuos en periodos de
bajo oxigeno, donde las células regulan la forma de obtener energia, modulando i) el
uso de ATP, ii) las enzimas clave en el uso energia metabdlica v iii) la respiracién
mitocondrial (Farhat y Weber, 2021), pudiendo a llevar a cabo la glucélisis anaerdbica
en lugar de la fosforilacion oxidativa (Magnoni et al., 2017). De forma paralela, el cortisol
juega un papel fundamental en el sistema de estrés, desencadenando una serie de
adaptaciones que permiten al individuo recuperar su estado de homeostasis en

situaciones puntuales. Sin embargo, en aquellas situaciones donde el estrés perdura en
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el tiempo, los ajustes a los que recurre el animal perjudicara de forma directa sobre el
uso energético, influenciando procesos de crecimiento, reproduccién, sistema
inmunoldgico, osmorregulacién y resiliencia (Billard et al., 1981). En nuestro estudio, se
pudieron observar niveles significativamente menores de esta hormona en ambos
grupos suplementados con Prebiodo Il con respecto al control, tanto en normoxia como
en hipoxia, pudiendo sugerir que una pequeiia inclusiéon de este nutracéutico supone
una ventaja a nivel fisiolégico, atenuando la sintesis y liberacidén de cortisol al plasma,
tanto en condiciones normales como en aquellas desfavorables producidas por un estrés
por hipoxia. En primera instancia, los centros neuronales del hipotdlamo anterior y
medial (eje hipotalamo-simpatico-cromafin, HSC), detectan alteraciones en el estado
homeostdtico del individuo, dando como respuesta la sintesis y liberacion de
catecolaminas (adrenalina/noradrenalina) desde el tejido cromafin. En este caso, se
producird una movilizacién de los sustratos energéticos con la consecuente
hiperglucemia, permitiendo aumentar la frecuencia respiratoria y cardiaca, asi como el
transporte de oxigeno (Wandelaar, 1997). En este estudio, el mantenimiento de hipoxia
moderada durante 24 horas supuso inducir el estado de estrés, considerado de forma
aguda, en fase de resistencia, llevando al animal a adaptarse a la situacidn y a activar el
eje hipotdlamo-hipofisario-interrenal (HHI), suponiendo la liberacion de corticoides
adrenales, el cortisol, que en conjunto estimula la movilizacion de reservas energéticas

en plasma, produciendo igualmente hiperglucemia (Sumpter et al., 1997).

Por su parte, el higado es el principal érgano donde se produce la conversion
glucosa/glucégeno, amoniogénesis, sintesis de acidos grasos y la gluconeogénesis en
teledsteos (Soengas et al., 2019), por lo que el leve aumento de glucosa en plasma
observado en los individuos sometidos a hipoxia, reflejado ademas en el descenso de
glucégeno en higado de los mismos, sugiere la movilizacién de sustratos energéticos
como consecuencia de un aumento en la tasa metabdlica basal orquestada por el
cortisol, activando tanto el eje HSC como el HHI. En general, los resultados obtenidos en
los individuos suplementados con Prebiodo Il, suponen una menor liberacion de glucosa
en sangre, pudiendo relacionarse esto con la menor sintesis de cortisol en dichos grupos,
y por tanto a la menor necesidad de movilizar reservas energéticas. Paralelamente, el

lactato se puede tomar como un indicador metabdlico de estrés, ya que indica la
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activacion del metabolismo anaerdbico a nivel muscular como via de abastecimiento
energético alternativa en situaciones donde los requerimientos de energia son mayores
(Cadiz et al., 2015), como puede ser la hipoxia moderada inducida. Aludiendo a esto, los
valores obtenidos de lactato, tanto en plasma como en musculo, son significativamente
mayores en los individuos que han seguido la dieta control, pudiendo ser relacionado
con los mayores niveles de cortisol experimentados por los mismos, recurriendo a la
activacion de ambos ejes o sistemas endocrinos, y la sintesis y liberacién de adrenalina,

noradrenalina y cortisol (Magnoni et al., 2017).

La metabolizacidn de lipidos también puede ser estimulada por el cortisol, entre
otras hormonas, fomentando el proceso de lipdlisis para la formar acidos grasos libres y
glicerol (Van der Bon et al., 1991), de manera que se produzca tanto la B-oxidacion de
los acidos grasos como la degradacién de glicerol, ingresando en el ciclo de Krebs v,
posteriormente, en la via gluconeogénica para acabar formando glucosa o glucégeno
(Tocher, 2010). Nuestros resultados sugieren una mayor metabolizacién de triglicéridos
en los individuos alimentados con la dieta control para formar glucosa, mostrando un
descenso significativo de triglicéridos hepaticos, asi como incremento de glucosa, en los
individuos sometidos a hipoxia. Sin embargo, en los individuos alimentados con la dieta
suplementada con Prebiodo Il, la induccién a hipoxia no parece haber generado
alteraciones significativas sobre este metabolito, volviendo a concluir una mayor
atenuaciéon sobre el uso energético en situaciones estresantes. Por su parte, el
colesterol, es considerado el lipido mds importante en el mundo animal, estando
implicado en la estructuraciéon de membranas, asi como siendo un precursor hormonal
y vitaminico (Larsson y Fange, 1976; Tocher, 2010), por lo que sus valores deberdn ser
los suficientes para no producir alteraciones en las membranas, perjudicando su
propiedades fisico-quimicas y fluidez, ademas de no generar exceso y deposicidén en
drganos no deseados. El papel estructural que juega el colesterol junto a las proteinas
puede verse perjudicado por estimulos estresantes. La supresién metabdlica que éste
causa podra generar una reduccion de los valores de colesterol, provocando efectos
sobre la actividad de proteinas membranales y suponiendo, a su vez, reducciones en la
regulacion de la bomba Na*/K* ATPasa para disminuir la demanda de ATP. Por otro lado,

reducir la abundancia de los acidos grados omega-3 22:6 (acido decosahexaenoico, DHA)
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en la membrana fosfolipidica es otra manera de generar restricciones energéticas para
la actividad de la bomba Na*/K* ATPasa, ya que este acido graso es el activador de la
bomba idnica (Farhat y Weber, 2021). Ademds, se minimizara el flujo a través de vias
anabdlicas como la sintesis de proteinas, causando la inhibicién de enzimas clave del
metabolismo energético (Farhat et al., 2019). Dado esto, los niveles de colesterol, asi
como de proteina, sera indicador del efecto que causa el agente estresante sobre el
individuo. El analisis de nuestros datos muestra que los niveles tanto de colesterol como
de proteina plasmaticos en condiciones normales, han experimentado una tendencia
significativa y dosis-dependiente. En relacién a esto, el Unico grupo que no ha
experimentado significancia en hipoxia con respecto a normoxia, ha sido el grupo
suplementado con Prebiodo Il al 1% que muestra simultdneamente los mayores niveles
de proteina en plasma, concluyendo un menor efecto sobre el transporte y movilizacion
energética de estos metabolitos y corroborando mayor atenuacion de los efectos

negativos de la hipoxia sobre los individuos.

Por ultimo, el anadlisis de agua reflejard la metabolizacién de los nutrientes desde
un punto de vista externo (Hlordzi et al., 2020), siendo considerados como productos de
desecho del metabolismo. La digestién y asimilacion de los diferentes nutrientes que
componen una dieta estd directamente relacionada con la microbiota intestinal, asi
como con las diferentes relaciones entre enzimas y bacterias que la componen, siendo
imprescindibles para favorecer la digestibilidad y asimilacion de los nutrientes, de
manera que el aprovechamiento nutricional sea maximo y los desechos al medio
procedentes del metabolismo los minimos (Ekamnn et al., 2013). Asi mismo, se ha visto
gue la existencia de microorganismos eficientes incluidos en las dietas puede favorecer
cambios ambientales positivos en la calidad del agua, reduciendo las concentraciones
de amonio, nitrato y nitrito liberadas en las heces o por la orina, ofreciendo una
alternativa como biorremediacion ante los excesos de materia organica procedente de
excreciones, alimento no consumido e insumos adicionales (Wang et al., 2019). Por
tanto, las relaciones enzimatico-bacterianas procedentes de las extracciones de las
macroalgas contenidas en Prebiodo Il han mostrado ser eficaces sobre la liberacidn de
especies de nitrégeno (amonio y nitrito). En ambos analisis, se ha observado una

tendencia significativa y decreciente a medida que la inclusidon de este nutracéutico
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simbidtico aumentaba, destacando que el grupo suplementado al 3,5 % y sometido a
hipoxia, no ha demostrado significancia estadistica con respecto al grupo en normoxia,
sugiriendo una menor proporcion de proteina no digestible y un mayor
aprovechamiento proteico y energético, incluso en situaciones de estrés donde el

catabolismo muscular se produce en mayor medida (van der Boon et al., 1991).
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5. CONCLUSIONES

En base a los resultados reflejados en el presente estudio, aludidos a los diferentes
efectos producidos por la suplementacién con el compuesto Prebiodo Il en dietas con
alto porcentaje de contenido vegetal sobre juveniles de dorada (Sparus aurata), se

procede a esclarecer las siguientes conclusiones:

1. Los individuos experimentales no mostraron rechazo a las dietas
suplementadas formuladas y suplementadas con Prebiodo Il, mostrando
indices de crecimiento, desarrollo y bienestar animal normales para la
especie.

2. La suplementacion con Prebiodo Il favorece la orquestacion metabdlica,
mejorando y manteniendo el estado homeostatico y la redistribucion
energética durante la exposiciéon a hipoxia moderada.

3. El nutracéutico simbidtico natural a base de hidrolizados de alginato vy
extracciones enzimatico-bacterianas (Prebiodo Il) podrian suponer una
mejora sobre la cascada endocrina organizada por el cortisol, siendo buena
alternativa como atenuante de estrés.

4. Se demuestra una disminucién en la concentracidn de especies de nitrégeno
(amonio y nitrito) en el agua, lo que pone de manifiesto una mejora sobre la

calidad de agua de cultivo y los efluentes vertidos al medio.
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ANEXOS

Tabla 1. Niveles de metabolitos plasmdticos [A: Lactato (Mm), B: Glucosa (Mm), C: Triglicéridos (TAG, Mm), D: Colesterol (mg/dL), E: Proteinas (mg/dL)] y F: Cortisol (ng/dL) en juveniles de Sparus

aurata alimentados con diferentes dietas experimentales (Control, B 1% y B 3,5%) y sometidos a diferentes concentraciones/saturaciones de oxigeno (normoxia e hipoxia). Resultados expresados

como el promedio + EEM, y analizados mediante andlisis ANOVA de dos vias. Las diferentes letras minusculas representan diferencias estadisticamente significativas entre las dietas

experimentales para el grupo normoxia. Las diferentes letras mayusculas representan diferencias estadisticamente significativas entre las dietas experimentales para el grupo hipoxia. El asterisco

representa diferencias estadisticamente significativas entre diferentes saturaciones de oxigeno dentro de una misma dieta (p-valor<0,05).

Control B1% B3,5% p-valor
Normoxia Hipoxia Normoxia Hipoxia Normoxia Hipoxia Dieta [0;] Interaccion
A Lactato (mM) 0,91+0,03 1,42 £ 0,20%* 1,02 £ 0,03 1,29+0,10* 1,26 £0,13 1,28 £0,07* 0,737 0,002 0,188
B Glucosa (mM) 3,62+0,15 4,16 £ 0,15 3,55+ 0,09 3,76 £ 0,22 3,28+0,21 4,28 +0,25* 0,623 0,004 0,231
C TAG (mM) 4,38 +0,33° 3,85+ 0,46 4,50 + 0,46 5,3+0,66 6,88 £ 0,42° 3,89 £0,55* 0,040 0,661 0,035
D Colesterol (mg/dL) 217,9+14,5° 228,8+14,6"* 274,1+145° 240,0+8,7° 286,4+150° 229,9+14,18* 0,025 0,023 0,056
E Proteinas (mg/dL) 33,25+1,12* 34,60+0,62  3501+1,67* 36,36+1,21  36,20+1,23° 34,77+0,49 0,215 0,634 0,338
F Cortisol (ng/dL) 29,39+8,13* 17,62 +6,93" 4,24+0,62° 8,45+35"*  7,61+3,67° 9,24 + 3,09 0,016 0,681 0,359




Tabla 2. Niveles de metabolitos hepdticos [A: Lactato (mmol/gpf), B: Triglicéridos (TAG, mmol/gpf), C: Glucosa (mmol/gpf) y D: Glucégeno (mmol/gpf]) en juveniles de Sparus aurata alimentados

con diferentes dietas experimentales (Control, B 1%y B 3,5%) y sometidos a diferentes concentraciones/saturaciones de oxigeno (normoxia e hipoxia). Resultados expresados como el promedio

+ EEM, y analizados mediante andlisis ANOVA de dos vias. Las diferentes letras minusculas representan diferencias estadisticamente significativas entre las dietas experimentales para el grupo

normoxia. Las diferentes letras mayusculas representan diferencias estadisticamente significativas entre las dietas experimentales para el grupo hipoxia. El asterisco representa diferencias

estadisticamente significativas entre diferentes saturaciones de oxigeno dentro de una misma dieta (p-valor<0,05)

Control B 1% B3,5% p-valor
Normoxia Hipoxia Normoxia Hipoxia Normoxia Hipoxia Dieta [02] Interaccidn
A Lactato (mmol/gpf) 0,41+0,14*® 0,72+0,14* 0,32+0,07° 0,84+0,17%* 0,83+0,10° 0,84+0,09® 0,020 0,050 0,294
B TAG (mmol/gpf) 57,5+10,21 44,89+4,58* 38,16+7,02 49,23+8,04 6571+1,16 5486+7,93 @ 0,667 0,025 0,606
C Glucosa (mmol/gpf) 6,48+0,65° 6,02+0,200 6,99+1,17** 7,67+0,69® 8,19+1,32° 7,46+0,72° 0,011 0,291 0,274
D Glucdgeno ( mmol/gpf) @ 118,5+3,0 128,7+4,9® 125,2+4,4 1255+4,1" 1235+12 1156+3,9** 0,453 0,823 0,170



Tabla 3. Niveles de metabolitos musculares [A: Lactato (mmol/gpf), B: Triglicéridos (TAG, mmol/gpf), C: Glucosa (mmol/gpf) y D: Glucégeno (mmol/gpf)] en juveniles de Sparus aurata alimentados

con diferentes dietas experimentales (Control, B 1% y B 3,5%) y sometidos a diferentes concentraciones/saturaciones de oxigeno (normoxia e hipoxia). Resultados expresados como el promedio

+ EEM, y analizados mediante andlisis ANOVA de dos vias. Las diferentes letras minusculas representan diferencias estadisticamente significativas entre las dietas experimentales para el grupo

normoxia. Las diferentes letras mayusculas representan diferencias estadisticamente significativas entre las dietas experimentales para el grupo hipoxia. El asterisco representa diferencias

estadisticamente significativas entre diferentes saturaciones de oxigeno dentro de una misma dieta (p-valor<0,05).

Control B1% B3,5% p-valor
Normoxia Hipoxia Normoxia Hipoxia Normoxia Hipoxia Dieta [0] Interaccion
A Lactato (mmol/gfp) 2551+1,48 33,6+1,69%*% 32,76+2,5 28,23 +2,214 28,3+2,69 27,22+2,79* 0,748 0,425 0,105
B TAG (mmol/gfp) 4,47 +0,59 7,28 +0,82A 6,47 £0,52 9,76 +1,978* 6,48+1,19 7,64+1,43"® 0,386 0,210 0,711
C Glucosa (mmol/gfp) 0,32+0,13° 0,49+0,13* 1,65+0,38° 0,71+0,16"* 0? 1,6+0,38%* 0,009 0,052 0,002
D Glucégeno (mmol/gfp) 5,32+0,93° 3,40+0,79* 3,12 +0,49° 3,88+0,83 2,21+0,83° 2,48+0,6 0,092 0,680 0,262

Tabla 4. Niveles en agua de A: pH, B: Amonio (NH4, ppm) y C: Nitrégeno de nitritos (NO;, ppm) en el medio donde juveniles de Sparus aurata fueron alimentados con diferentes dietas

experimentales (Control, B 1% y B 3,5%) y sometidos a diferentes concentraciones/saturaciones de oxigeno (normoxia e hipoxia). Resultados expresados como el promedio + EEM, y analizados

mediante andlisis ANOVA de dos vias. Las diferentes letras minusculas representan diferencias estadisticamente significativas entre las dietas experimentales para el grupo normoxia. Las

diferentes letras mayusculas representan diferencias estadisticamente significativas entre las dietas experimentales para el grupo hipoxia. El asterisco representa diferencias estadisticamente

significativas entre diferentes saturaciones de oxigeno dentro de una misma dieta (p-valor<0,05; ND: No Detectado).

Control B1% B3,5% p-valor
Normoxia Hipoxia Normoxia Hipoxia Normoxia Hipoxia Dieta [02] Interaccidn
A pH - n 7,90 768 8,24 764 8,59
B Amonio (ppm) ND 0,042 + 0,005*** ND 0,019 + 0,0018** ND 0,011 + 0,007% 0,001  <0,0001 0,001
C NO2 (ppm) 0,307° 0,345 +0,0178* 0,211° 0,252 + 0,013"* 0,210° 0,231 + 0,007% <0,0001 0,0003 0,679



