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RESUMEN

Debido al crecimiento de la poblacién mundial el consumo de pescado se ha visto
incrementado desde los ultimos afios, es por ello que se buscan alternativas a la pesca
comercial para evitar que la dindmica de poblaciones marinas se vea afectada. Como
consecuencia de ello el sector acuicola ha sufrido un desarrollo exponencial, lo que provoca
un aumento en la investigacion sobre el bienestar animal mediante el analisis de diversos
metabolitos plasmaticos, pardmetros biométricos y moléculas como el cortisol. Se ha
comprobado que la adicién de determinadas sustancias a la dieta puede mejorar la
respuesta fisioldgica al estrés. En el presente estudio se pretende averiguar el efecto que
tienen determinados aditivos sobre la respuesta al estrés de los individuos sometidos a alta
densidad y baja densidad, para ello se utilizaron individuos de Sparus aurata, una de las
especies mas comercializadas, alimentados con pienso enriquecido con TRP 1% o Cacao 1%
durante 60 dias. Se analizaron los niveles de glucosa, lactato, cortisol y proteinas
plasmaticas, asi como diferentes parametros biométricos. Los resultados muestran una
reduccion de las tasas de crecimiento para ambos aditivos con respecto a los grupos
controles, una disminucién del indice de ganancia en peso (WG) y de la tasa especifica de
crecimiento (SGR) mientras que el resto de parametros permanecieron sin diferencia
significativa. Los resultados de los metabolitos plasmaticos no revelaron diferencias entre
los niveles de glucosa y proteinas para los individuos alimentados con TRP, mientras que

en los alimentados con Cacao se observé una disminucién de la glucosa.



ABSTRACT

Due to the growth of the world population, the consumption of fish has increased in
recent years, which is why alternatives to commercial fishing are being sought to prevent
the dynamics of marine populations from being affected. As a consequence, the
aquaculture sector has undergone an exponential development, which causes an increase
in research on animal welfare through the analysis of various plasmatic metabolites,
biometric parameters and molecules such as cortisol. It has been proven that the addition
of certain substances to the diet can improve the physiological response to stress. In the
present study it is intended to find out the effect that certain additives have on the
response to stress of individuals subjected to high density and low density, for this Sparus
aurata individuals were used, one of the most commercialized species, fed with feed
enriched with TRP 1% or Cocoa 1% for 60 days. Glucose, lactate, cortisol and plasma protein
levels were analyzed, as well as different biometric parameters. The results show a
reduction in the growth rates for both additives with respect to the control groups, a
decrease in the weight gain index (WG) and the specific growth rate (SGR) while the rest of
the parameters remained without difference. significant. The results of plasma metabolites
revealed no differences between glucose and protein levels for individuals fed TRP, while a

decrease in glucose was observed in those fed Cocoa.



1. INTRODUCCION

1.1 Estado de la acuicultura

Debido al continuo crecimiento de la poblacidn mundial, se hace necesario avanzar
sobre conocimientos y explotacién de diversas vias de alimentacion para favorecer el
aporte completo de nutrientes. Debido a esto, el consumo de pescado y otras especies
marinas incrementan anualmente, segun el informe SOFIA sobre el estado mundial de
la pesca y la acuicultura, el consumo per capita de pescado tuvo su record en 2018
situdndose en 20,5 kilos, y se estima que alcanzara los 21,5 kilos en 2030. Sin embargo,
debido a la dindmica de las poblaciones, no es sostenible incrementar la tasa de
extracciéon mediante la pesca comercial ya que este hecho supondria un desequilibrio
ecosistémico, provocando, no solo la posible extincién de las especies afectadas de
forma directa, sino también la de sus depredadores. Segun las estadisticas de la
Asociacién Empresarial de Acuicultura de Espafia (APROMAR) la produccidon mundial de
acuicultura alcanzé en 2019 los 120,1 millones de toneladas (figura 1), siendo un 3,7 %
mas que el afio anterior, y superando asi por séptimo afio consecutivo a la pesca
extractiva en 26,5 millones de toneladas. Ademas, segun el informe SOFIA se estima que
en el 2030 la produccion total de pescado aumentara en 204 millones de toneladas

viéndose incrementada asi la aportacién de la acuicultura en un 46 % respecto a 2018.

e Pesca
.

Figura 1. Evolucion de la produccién de acuicultura y pesca mundial en el periodo 1951-2019 (tomado de
APROMAR).



En la Unidn Europea (UE) las tres especies mas producidas son la trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss), la dorada (Sparus aurata) y la lubina (Dicentrarchus labrax),
siendo Espafia el mayor productor acuicola en 2019 segun el informe APROMAR (27 %

del total de UE) y el segundo en cuanto al valor de dicha produccién (Figura 2).
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Figura 2. Distribucidn de la produccidn de acuicultura en los Estados miembros de la Unién Europea en
funcién de su cantidad (toneladas) y valor (millones de euros) en 2019 (tomado de APROMAR).

La dorada es la especie mas producida de la Union Europea debido a sus
caracteristicas. Segun la Junta Nacional Asesora de Cultivos Marinos (JACUMAR) las
doradas son una especie manejable, presentan un alto porcentaje de fecundacion (90%)
y la mortalidad durante el engorde es aproximadamente del 5-10%, lo cual se considera
bajo.

En Europa, segun las estadisticas de APROMAR, en 2020 se produjeron un 8.6%
menos de juveniles de dorada con respecto al afio anterior ya que el total de la
acuicultura de la UE ha decrecido desde 2000 una razén de 0.2% anual, mientras que en
el resto del mundo se ha visto incrementada una media de 5.6%. En Espafia, la
produccién de dorada en 2020 fue un 53.3% menor que en 2019, encabezando la
produccién la Comunidad Valenciana con un 40.5%.

El auge que esta tomando de la industria acuicola favorece la formacién de nuevos
puestos de trabajo que, segun el Observatorio Espafiol de Acuicultura (OESA), se han ido

incrementando hasta el 2018.



1.2. La dorada

La dorada (Sparus aurata Linnaeus, 1758) es un teledsteo marino perteneciente a la
clase actinopterygii (figura 3). Se distribuye por todo el Mediterraneo y por zonas del
Atlantico Oriental, ademads consta de una amplia presencia en el Mar Negro y en el Mar
Rojo. Es muy comun en fondos rocosos y de praderas de algas, aunque también puede
ser encontrado en zonas con fondos arenosos. Los individuos jovenes suelen situarse a
30 m de la superficie mientras que los adultos pueden alcanzar los 150 m de
profundidad. A pesar de ser una especie gregaria, se pueden encontrar en solitario o
formando pequeios grupos, sin embargo, para realizar las migraciones reproductivas se

aglomeran miles de individuos.

Figura 3. Sparus aurata (FAO)

Se caracteriza por presentar una ancha banda de color dorado entre ambos ojos la

cual da nombre a la especie. Su cuerpo es ovalado y comprimido con fuertes mandibulas.

Es un pez euritermo, soportando temperaturas entre 10°C y 33°C aunque presenta
especial sensibilidad a las temperaturas bajas, su rango éptimo se sitla entre 25-26°C.
Ademas, consta de una gran plasticidad salina pudiendo vivir en habitats con
condiciones entre el 3%o0 y 70%o de salinidad.

Esta especie es hermafrodita proterandrica, es decir, desde su nacimiento son
organismos machos que adquieren la madurez sexual alrededor de los dos afos de vida
cuando alcanzan aproximadamente los 250-300 g de peso. Posteriormente parte de la

poblacién realiza la inversion sexual en la cual intervienen diversos factores como el



tamafio (aproximadamente 600g), la proporcidn de sexos y otros factores ambientales.
Generalmente son carnivoros, aunque pueden cambiar a una alimentacién herbivora
bajo ciertas circunstancias (Arias, 1980).

La época natural de la puesta suele prolongarse durante 3 meses y tiene lugar en
invierno, aunque presenta variaciones desde noviembre hasta marzo, siendo entre
octubre y enero en el Golfo de Cadiz segun Arias (1980). Se ha conseguido que esta
especie se reproduzca durante todas las épocas del afio mediante cambios en el
fotoperiodo y temperatura. La fecundidad de los huevos suele estar en torno a 800.000
por cada kg de hembra (90%), estos pueden diferenciarse del resto debido a que
presentan una buena flotabilidad. Ademads, la tasa de eclosion se situa entre el 70% vy el
80%, por lo tanto, cada hembra aporta entre 250 y 300.000 larvas.

En el momento de la eclosidn, las larvas miden aproximadamente 3 mm de largo y no
pesan mas de 0.15 mg (figura 4). Son ciegas y poco activas por lo que se mantienen en
la superficie del agua y presentan el tubo digestivo cerrado, debido a esto su sustento
esta constituido de forma exclusiva por el saco vitelino. Durante el octavo dia de vida se
da por terminada la fase vitelina, la larva ya presenta los ojos abiertos, pasa a un modo

de vida mas activa y puede alimentarse por si sola.



Figura 4. Distintos estadios de vida entre la fecundacién del huevo de dorada y la formacidn de la larva. En
el panel A se muestran los huevos fecundados con la caracteristica gota lipidica central. En el panel B se
muestra una larva de dorada recién eclosionada. En el panel C se aprecia el saco vitelino del cual se
alimentara la larva.

1.3. Cultivo de la dorada

La cria de doradas comienza en el siglo XIX en lagunas atldnticas, en esta época su
captura representaba el 80% de la pesca del Mar Menor, aunque no fue hasta el siglo
XX, en Espaia, donde se consiguid cerrar el ciclo de cultivo (Ortega 1973, Odai 1978,
Ortega 1983). Los primeros experimentos de engorde fueron realizados por Ortega &
Ros, (1973) mediante una alimentacion basada en pienso hiumedo, y aflos mas tarde se
demuestran los beneficios de la presencia de la proteina de harina de calamar en la dieta
(Fernandez-Palacios et al., 1997), aumentando asi la viabilidad de los huevos, el nUmero
de larvas producidas por cada kilogramo de hembra y disminuyendo el porcentaje de la
presencia de malformaciones en embriones.

En cuanto a la puesta, la hembra la hace de manera natural o artificial mediante
masajes abdominales. Se ha estudiado la eficacia de la inyeccion de gonadotropina
coriénica humana (GCH) en ejemplares de ambos sexos, observandose que en un
periodo de 2 a 15 dias emitian productos sexuales, (Ramos, 1978). También se demostré

en el mismo estudio que el indice de supervivencia aumenta cuando se realizaba en un



circuito abierto, ya que si el agua permanece sin recambio se producen ciertas
alteraciones en las propiedades quimicas.

Para determinar el desarrollo de la reproduccion se pueden emplear dos indices, el
indice gonado-somatico (IGS) relaciona el peso de la gdénada con el peso total del
individuo y el hepatico-somatico (IHS) que relaciona el peso del higado con el total del
individuo. El IGS presenta su valor maximo en la época de puesta ya que muestra la
variacion de la actividad reproductiva respecto al tiempo, mientras que el segundo varia
en funcién del estado del ovario, de hecho, se relaciona el peso del higado con el
diametro de los ovocitos en el proceso de maduracidn. Esta relacidn se establece debida
a la participacion de las reservas hepaticas en la produccién de dvulos ya que el higado
es un organo de almacenamiento de sustancias como grasas y glucégeno que
contribuyen de forma directa a la formacidn de la vitelogenina exdgena (Lopez-Macias
et al., 2014), la cual posteriormente es incorporada al ovario.

Con el paso de los afios se ha ido perfeccionando distintos aspectos del cultivo de la
dorada como la variacion del fotoperiodo y la adicidn de distintos aditivos en la dieta:

e Una disminucion de fésforo provoca la reduccién del nimero de huevos,
descenso de la tasa de fecundacién y de eclosion, asi como un incremento
de la aparicion de anomalias en el embridon (Watanabe et al., 19844, b).

e El suministro en la dieta de reproductores de Krill, aceite de krill y
pigmentos carotenoides presenta una relacién con el incremento de
huevos fecundados y se observa disminucién en larvas anormales
debidos a su efecto antioxidante (Watanabe, 1984).

e Se estudid la influencia de la vitamina C en los procesos de resistencia a
enfermedades (Soliman et al., 1968) y se observé un efecto antiestrés y
antitéxico. Ademas, un déficit de esta vitamina en los reproductores tiene
como consecuencia altos porcentajes de larvas deformes (escoliosis,
retraso en el crecimiento y lordosis).

® Se ha observado una transferencia de las vitaminas A y D a los huevos
cuando su cantidad se ve incrementada en la dieta (Sugii & Kinumaki,
1968).

e El triptéfano es un precursor de neurotransmisores e interviene en la

respuesta a estrés (Yao et al., 2011).



En cuanto al fotoperiodo, tiene su accion a través del ojo y de la epifisis (érganos
fotorreceptores) y del sistema (eje hipotalamo-hipdfisis), traduciéndose de sefial
medioambiental en hormonal, por ello se ha conseguido tanto adelantar como retrasar
la puesta modulando dicho factor (lzquierdo et al., 1992). Ademas, se ha comprobado
que intensidades elevadas de luz (500-1000 luxes) y fotoperiodos largos al inicio del
cultivo larvario son beneficiosas ya que incrementa tanto el nimero de larvas que se

alimentan como la duracién (Ortega, 2008).

1.4. Bienestar animal

El concepto de bienestar ha presentado multiples definiciones desde la década de los
70 puesto que es un término dificil de definir. A menudo es confundido con salud, siendo
este un aspecto muy importante a contemplar en las condiciones de bienestar de un
organismo, pero no el Unico. Por ello la definicion mdas compleja es la enunciada por el
Farm Animal Welfare Council (FAWC) de Reino Unido en 1992, en la cual habla de las
“cinco libertades”. De manera que para considerar que un animal presenta un buen
estado de bienestar debe cumplir los siguientes requisitos:

e Debe estar libre de hambre y de sed, asi como disponer de acceso al agua y de

una dieta especifica segln sus necesidades.

° Debe estar libre de estrés fisico o térmico, ademas el habitat debe presentar

areas de refugio y descanso.

® Debe estar libre de dolor gracias a la prevencién y al diagndstico rapido.

e Debe estar libre de restricciones de sus pautas normales de conducta ya que se

asegura el espacio suficiente ademas de las instalaciones adecuadas

° Debe estar libre de estrés, se evita el sufrimiento mental con condiciones

adecuadas.

A pesar de que la definicion enunciada por la FAWC es la mas completa, en ocasiones
se considera demasiado genérica y segun Broom (2003) el concepto de libertad tiene
algunas dificultades ldgicas y cientificas. Es por ello que se siguen formulando otras
nuevas como la propuesta por Welfare Quality (2004-2009), la cual consta de cuatro

principios y doce criterios derivados de las “cinco libertades”.



Se han desarrollado diversas técnicas tanto fisioldgicas como comportamentales que
solo en su conjunto podrian aportar datos suficientes para conocer el estado de
bienestar de un animal (Tort et al., 2011).

Algunos de los pardmetros mas utilizados en peces son el cambio de color (Kittilsen
et al., 2009), cambio de comportamiento (Morton, 1990), anormalidades morfoldgicas
(Boglione et al., 2001), reduccién en la ingesta (Upton & Riley, 2013), lesiones (Turnbull
et al.,, 1998) entre otros. En el estado de bienestar del pez no solo influyen sus
condiciones durante su cria, engorde o reproduccién, sino también las condiciones en
las que se da el sacrificio. Segun Aquatic Animal health code (OIE) los peces deben
aturdirse antes de proceder a la matanza, si el aturdimiento fuera reversible tendria que
ser sacrificado antes de que recobrase el conocimiento. Un estudio realizado por la
Ciencia de Confianza para la Seguridad Alimentaria (EFSA) establece una relacién entre
distintas especies de peces y la respuesta frente a procedimientos de sacrificio
(Serratosa et al., 2007): aturdimiento, muerte o sin efecto.

Sin embargo, el proceso fisiolégico mds estudiado para valorar el bienestar de los
peces es el estrés. Este término es dificil de definir y ha ido sufriendo modificaciones a
lo largo de la historia (tabla 1). En biologia ha sido usado comuUnmente para referirse a
un conjunto de cambios fisioldgicos y de conducta en el organismo debido a un estimulo

adverso.

Tabla 1. Definiciones de “estrés”.

Definiciones Ano Autor

Intento del sistema simpatico adrenomedular (SAM) de regular la 1923 Cannon

homeostasis cuando el organismo se expone a un estimulo
aversivo

1992 Chrousosy
Situacion en la cual el equilibrio dindmico (homeostasis) del Gold
individuo se ve alterado por agentes estresantes

2000  Schreck
La cascada de eventos fisioldgicos que ocurre cuando el

organismo intenta resistir a la muerte o restablecer la
homeostasis frente a una ofensa




A pesar de las modificaciones que aparecen en las distintas definiciones enunciadas
a lo largo de la historia, se puede afirmar que el estrés es un estado del organismo
encaminado a volver a la homeostasis mientras que un agente estresante es el causante
de ese desequilibrio.

Ademas, los agentes estresantes pueden ser clasificados seglin Schreck & Tort (2016)
en cronicos y agudos.

- Unagente estresante es agudo cuando dicho estimulo esta presente por un corto
periodo de tiempo y con una elevada intensidad

- Un agente estresante es crénico cuanto dicho estimulo esta presente por un
periodo prolongado de tiempo y con una intensidad menor.

En peces hay una gran variedad de agentes estresantes y pueden ser tanto fisico-
guimicos como bioldgicos, entre ellos encontramos: la salinidad (Arjona et al., 2008), el
oxigeno disuelto (Herbert y Steffensen, 2005), el pH (Bell et al., 2007), la presencia de
patdgenos (Ortuio et al., 2002), la alimentaciéon (Menezes et al., 2015) o la reproduccién
(Koolhaas et al., 2011).

La exposicidon a dichos factores conlleva en el organismo a la generacién del Sindrome
de Adaptacién General, no es mas que una cascada de respuestas fisiolégicas formulada
por Sayley en 1950. Estas respuestas pueden ser primarias, secundarias y terciarias, y
producen alteraciones metabdlicas, endocrinas, inmunolégicas, neuroldgicas e incluso
comportamentales debido a la accidon tanto en genes como en proteinas (figura 5).

En este conjunto de respuestas intervienen el eje hipotalamo-simpatico-cromafin
(HSC) y el eje hipotdlamo-hipofisiario-interrenal (HHI), por lo que estdn controladas por

el sistema neuroendocrino.
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Figura 5. Respuestas primarias, secundarias y terciarias generadas por eventos de estrés. (tomado de

Schreck & Tort, 2016).

Frente a una situacion de estrés la primera respuesta que se da en el organismo es la
produccién de catecolaminas (eje HSC) mediante la accidn de las células cromafines del
rifidn cefalico, las hormonas catecolaminas posteriormente son liberadas a la sangre lo
cual constituye la respuesta primaria (Barton & lwama 1991; Weber et al., 2011).

Por otro lado, se libera cortisol a través el eje HHI (respuesta primaria). El hipotadlamo
libera la hormona liberadora de la corticotropina (CRH), que induce en la adenohipdfisis
la sintesis del precursor de la proopiomelanocortina (POMC), las células corticotropas
adenohipofisiarias producen adrenocorticotropa (ACTH). La ACTH induce la produccién
y liberacién de cortisol en las células interrenales del rifidn cefalico (Wendelaar Bonga,
1997; Flik et al., 2006).

El cortisol y catecolaminas estimulan la respuesta secundaria generando en el
individuo un aumento la frecuencia respiratoria y cardiaca, la movilizacién de sustratos
energéticos y el transporte de oxigeno para tener un mayor aporte de metabolitos
energéticos (Mancera & Martin, 2003), también influye sobre las funciones inmunes
(Wendelaar Bonga, 1997), el incremento de la lipolisis en los tejidos adiposos (Arends et
al., 1999; Barton, 2002) asi como estimula la ruptura del glucégeno en el higado y

disminuye la proteina albergada en el musculo.
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Por ultimo, se da la respuesta terciaria la cual se extiende al nivel de organismo vy
poblacién, incluye efectos fisiolégicos relacionados con el crecimiento, el
comportamiento, resistencia a enfermedades y supervivencia (Wendelaar Bonga, 1997;
Barton, 2002).

La respuesta generada en el Sindrome de Adaptacién General varia en funcién de la
duracién del estimulo estresante (figura 6), es por ello que se clasifica en tres fases

(Cannon, 1929; Adams, 1990; Schreck, 1990).

Nivel de ; ]
resistencia I [
normal | ]
Reaccién | Estado de | Estado de
de alarma resistencia agotamiento

Figura 6. Fases del Sindrome de Adaptacién General (tomado de Martin de los Santos, 2017).

- Fase 1: reaccién de alarma inicial.

Se activa el eje HSC y se produce una liberacién a la sangre de catecolaminas que
dan lugar a un incremento de la actividad motora, ritmo cardiaco y flujo sanguineo
hacia los drganos mas activos, asi como a las branquias, lo cual permite al individuo
huir el agente estresante.

- Fase 2: fase de resistencia.

Se produce si el agente estresante persiste. El animal intenta adaptarse a la situacion
disminuyendo los niveles de catecolaminas y activando el eje HHI, lo cual
desencadena la liberacién de cortisol. Debido a la accidn de esta hormona se sigue
suministrando al individuo los sustratos energéticos para soportar la situacion.

- Fase 3: fase de agotamiento.

Se produce si el agente estresante se prolonga en el tiempo. Se caracteriza por el
agotamiento de los recursos energéticos, estos fueron movilizados para volver al
estado de homeostasis. Por lo tanto, procesos como el crecimiento, la reproduccion
o reparacion de lesiones se ven comprometidos debido a la carencia de sustratos
energéticos. También se ve afectado el sistema inmune, las defensas bajan vy el

individuo es mds propenso a contraer infecciones, por lo que puede llegar a morir.
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1.5. Atenuacion del estrés mediante aditivos

Debido a las caracteristicas propias de la actividad acuicola, las diferentes especies
estan sometidas a diversos agentes estresantes que pueden condicionar tanto el
bienestar del animal como el rendimiento econémico de las instalaciones (Bermejo-poza
et al., 2015; Conte, 2004; Sneddon et al, 2016; Ashley, 2007). Es por ello que se estudia
el uso de aditivos en la dieta para tratar de atenuar dicho estrés (Sneddon et al., 2016).

Los aditivos alimentarios, segun la Association of American Feed Control Officials
(AAFCO), son sustancias que se afiaden a los alimentos y bebidas con el fin de asegurar
la seguridad y salubridad de los mismos. Generalmente se usan en pequefias
proporciones y requieren de un manejo cuidadoso (AAFCO, 2008).

Histéricamente se han anadido aditivos alimentarios, credndose incluso un cddigo
para identificarlos denominado numeros E. Este cédigo estd formado por digitos
alfanuméricos que indican las sustancias afiadidas a un ingrediente bdsico (Ministerio
de Consumo- AESAN, 2021). La letra “E” hace referencia a Europa, y va seguida de tres
digitos que indican el tipo de aditivo (colorante, conservante, antioxidante y
estabilizante), la familia y la especie. Por lo tanto, segin la Conferencia de
Consumidores y Usuarios, (2020), todas las sustancias que estén reflejadas en dicho
codigo cuentan con la evaluacion de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA).

A dia de hoy se hace necesario el uso de estos productos, ya que sin ellos muchos
alimentos no podrian fabricarse o incluso consumirse.

Los aditivos pueden ser clasificados también segin su composicion (Barrows & Hardy,
2000; Hertrampf & Pascual, 2000; Singh et al., 2008):

- Nutrientes especificos en forma sintética o purificada (aminodcidos, vitaminas,
minerales y oligoelementos, colesterol, fosfolipidos, etc)

- Productos quimicos, nutrientes o ingredientes que ayudan en el mantenimiento
de la calidad del alimento, la estabilidad y/o mejoran la palatabilidad.

- Compuestos o sustancias que mejoran la digestibilidad del alimento, el
comportamiento animal, la salud y/o calidad de la carne (enzimas, acidulantes,
promotores de crecimiento como hormonas y antibiéticos, pigmentos,

estimulantes del sistema inmunitario, probidticos, etc.).
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Segun esta clasificacion el triptéfano seria una sustancia que mejoraria el
comportamiento y la salud animal, al ser afadido a un alimento este pasaria a ser
funcional.

Un alimento funcional es aquel que se consume en la dieta en dosis normales pero
que aporta algun efecto beneficioso para el consumidor (Gatlin 2002; Nakagawa et al.,
2007) mas alld de la nutricién basica. El uso de este tipo de alimentos es un modelo
seguido en la actualidad para conseguir, a través de la dieta, la mejora de la resistencia

al estrés en peces, asi como de la salud.

1.6. Adicidn de triptéfano en la dieta como atenuante del estrés

El triptéfano es un aminoacido esencial y Unicamente puede ser obtenido mediante
la dieta.

Una vez ingerido por el individuo es metabolizado a través de varias rutas diferentes,
destacandose dos especialmente relevantes:

- Rutade la serotonina: mediante la enzima triptéfano hidroxilasa, el triptéfano es
hidrolizado hasta 5-hidroxitriptéfano (5-HTP). Posteriormente, gracias a la
enzima L-Dopa Decarboxilasa, es transformado hasta la serotonina (5HT). La
serotonina se forma principalmente en el sistema nervioso central y sistema
gastrointestinal, ademas, por si misma no es capaz de atravesar la barrera
hematoencefdlica, por ello un aumento de esta en el cerebro se debe a su
transporte pasivo, siendo intercambiada por otros aminoacidos neutros, o a la
formacién de novo a partir del triptéfano, el cual si atraviesa la barrera.

- Ruta de la quirunenina: el 95% del triptéfano se metaboliza por esta via y se da
en el higado. Los sustratos finales originadas son la nicina, el acetil-CoA, y el
piruvato, de los cuales los dos ultimos pueden entrar en el ciclo de Krebs para
generar energia.

Debido al papel del triptéfano como precursor de neurotransmisores, diferentes
estudios han establecido una relacion entre la presencia de este aminodcido y la
atenuacidn de la respuesta a estrés en peces, como es el caso de la tilapia (Oreochtomis
niloticus Linneo, 1758) (Martins et al., 2013), el lenguado senegalés (Solea senegalensis)

(Herrrera et al., 2019; Salamanca et al., 2020) o la trucha arcoiris (Oncorhynchus myekiss
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Walbaum, 1792) (Lepage et al., 2002). Por lo que se plantea la hipdtesis de que dicha
paliacion se dé por la interaccidon de la actividad serotinérgica y el eje HPI (hipotalamo-
pituitaria-ineterrrenal), aunque este mecanismo aun no esta claro (Le Floch & Seve,
2007). En el estudio de Herrera et al., (2016) con Gadus morhua, encontraron
atenuacion de estrés segun los marcadores clasicos.

La presencia de triptéfano en la dieta puede dar lugar a efectos mas alla de Ila
atenuacion del estrés, como los hallados en el estudio realizado en Solea senegalensis
por Salamanca et al., (2020). En él se detectd una relacién entre el aumento de ingesta
de triptéfano en la dieta y la reduccién de los pardmetros de crecimiento. De Pedro et
al., (1998) sugiere que este efecto es debido al aumento de serotonina proveniente de
la metabolizacién del triptéfano, lo cual conlleva, segun Lin et al. (2000) y Peng & Peter
(1997), a una inhibicién de la secrecion de la hormona del crecimiento. Estudios
anteriores con Oncorhynchus mykiss (Johnston et al., 1990) también obtienen
resultados similares en cuanto al efecto sobre el peso corporal en individuos
alimentados con menor concentracién del aditivo. Sin embargo, los resultados hallados
por Hseu et al. (2003) no muestran correlacidén entre pardmetros de crecimiento y dieta
enriquecida en triptéfano.

Son pocos los estudios realizados con cacao puro suplementado en la dieta. Lo que
hace a este ingrediente una buena eleccién a la hora de incluirlo en la alimentacién de
los peces y crustaceos es el alto porcentaje de triptéfano que presenta, asi como el
efecto antioxidante y antiinflamatorio que posee. Ademas, presenta polisacaridos
denominados modificadores de la respuesta bioldgica segin Kuo et al. (2022). En dicho
estudio se observé un aumento significativo de la tasa de supervivencia de los
camarones, infectados por un patégeno (Vibrio alginolyticus) y sometidos a estrés
hipotérmico, que recibian dietas ricas en la pectina derivada del extracto seco de la
cascara de la vaina de cacao. Hay varios estudios que emplean la cascara de cacao como
aditivo como es el caso de Martin Penadillo et al., (2018) y Pouomogne et al. (1997). Sin

embargo, en este experimento usaremos como aditivo cacao puro en polvo.
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1.6. Objetivos

El objetivo general de este Trabajo de Fin de Grado es la determinacién de una
estrategia de alimentacién basada en la concentracidn de Trp o Cacao que mitigue los
efectos adversos de los procesos tipicos de la practica acuicola sobre el sistema de estrés
de los individuos cultivados. Aun no han sido ampliamente estudiadas las vias de
degradacion de estos compuestos en peces ni el efecto de su incorporacién a la dieta,
por ello es necesario un trabajo metodoldgico para desarrollar técnicas de deteccién de
estos metabolitos. Ha sido elegida la dorada (Sparus aurata) como especie de
experimentacion debido a su ciclo reproductivo, determinado desde finales del siglo XX,
y a su alta produccién en Espafiia.

Se plantean los siguientes objetivos especificos con el fin de conseguir el objetivo
general:

1. Determinar el efecto de la dieta suplementada con Trp o Cacao al 1% sobre la
respuesta al estrés crénico en la dorada.

2. Evaluar las diferencias originadas en el crecimiento y parametros zootécnicos en
funciéon de la ausencia o presencia de Trp y Cacao en la dieta, y segln el grado
de estrés por densidad sometido.

3. Determinar las modificaciones plasmaticas originadas en los individuos

suplementados con Trp y Cacao sometidos a situacidén de estrés.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Animales de experimentacion

Individuos de Sparus aurata con un peso medio de 200g, fueron seleccionados de
forma aleatoria de una poblacién del Centro IFAPA “Agua del Pino” (Cartaya, Huelva).
Se encontraban en tanques circulares con las siguientes condiciones: fotoperiodo
natural, oxigeno disuelto en torno a 6mglL?, salinidad media de 37gL? + 1gL?! vy
temperatura media de 21°C £ 1°C. Ademads, eran alimentados dos veces al dia con pienso

comercial (R- 5 Europa 22%) a una racién de 1-2% de su biomasa corporal por dia.

2.2 Disefo experimental

Para llevar a cabo el experimento se emplearon 145 individuos repartidos en 10
tanques circulares de 0.25m3. Las condiciones de luz, temperatura, salinidad y oxigeno
disuelto fueron similares a los que estaban expuestos con anterioridad, siendo la
densidad el pardmetro variable.

Los individuos se repartieron de la siguiente forma en los tanques, 5 de los tanques
contendrian 20 ejemplares y corresponderian a los tratamientos de alta densidad (HD),
y los 5 restantes tan solo contarian con 9 individuos, correspondiente a los tratamientos
de baja densidad (LD), de esta manera se somete a estrés por confinamiento a la mitad
de los tanques. Para aumentar la situacidn de estrés se realizé la persecucion de los
ejemplares sometidos a HD dos veces al dia, tratando siempre de variar las horas en las
gue se someten a dicho estrés agudo para evitar la habituacién.

Todos los tanques recibieron pienso enriquecido en triptéfano al 1% o en cacao al
1%, salvo los controles. De este modo en cada tratamiento de densidad habria dos
tanques alimentados con pienso enriquecido en triptéfano, dos con pienso enriquecido
en cacao y uno con pienso sin aditivo (tanque control) tal y como se muestra en la figura

7.
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Figura 7. Distribucion de los tanques segun el tratamiento de densidad y el tipo de pienso.

El experimento se llevé a cabo desde el 14 de febrero hasta el 8 de abril. La cantidad
de pienso administrada fue el 2% de la biomasa total, y se suministraba de forma manual
dos veces al dia. Se realizaron muestreos biométricos cada 15 dias para llevar un
seguimiento de la talla y peso de los individuos, los cuales fueron el 11 de febrero, 1, 15
y 30 de marzo y el 8 de abril. Asi mismo, en el tercer muestreo se obtendria también
plasma de los individuos, mientras que en el ultimo se llevaria a cabo el sacrificio del

animal y la obtencidn de plasma, rifidn cefalico, higado, cerebro, musculo e intestino.

2.3 Elaboracion del pienso experimental

El pienso se realiza simulando los procesos de extrusionado, aumentando la presion
y temperatura, que nos permite conseguir unas caracteristicas concretas del alimento
ademas de anadir los aditivos necesarios. Todos los ingredientes necesarios para la
elaboracién del pienso se muestran en la figura 8.

Para realizar el pienso, en primer lugar, se tritura el pienso comercial (R- 5 Europa
22%) mediante una picadora, para esta experiencia se utilizé el modelo turbo blender
electronic de la marca Moulinex. El pienso molido es almacenado en una cdmara
frigorifica a una temperatura de 7°C. Posteriormente el pienso se amaso (figura 8) a baja
velocidad durante unos minutos para poder afiadir el aditivo en cuestion (L- Tryptophan
de Focus Supplements o cacao de Bulk Powders), se afiadié un 1% de aditivo del peso
seco, salvo en el caso del control, y se aumenté la velocidad de la amasadora. A
continuacion, se anadié 300g de agua por cada kilogramo de pienso y se amasa hasta

tener una textura similar a una masa.
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Figura 8. Ingredientes necesarios para producir el pienso control y enriquecido en triptéfano: pienso
molido, aditivo y agua. Amasadora industrial usada para este experimento.

Posteriormente se introduce el pienso en la picadora, peletizadora, hasta en dos
ocasiones, lo que nos permitié aumentar la temperatura y presién del pienso simulando
el extrusionado (figura 9). Para obtener los pellets del tamafio adecuado utilizamos un
tamiz con una luz de malla conveniente. El pienso fue secado en una estufa a 30°C
durante 48 horas, se removio el pienso para favorecer que todos los pellets se sequen
de igual forma. El pienso se almacend en bolsas herméticas y en la cdmara frigorifica

para evitar la oxidacion y pérdida de propiedades.

Figura 9. Picadora empleada en el experimento y proceso de formacién de pellets mediante el tamizado
de las tiras de pienso.
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La cantidad total de pienso necesario se calcula en base a la racién diaria de cada
tanque (2% de la biomasa) multiplicado por el nUmero de dias del experimento (60 dias).

Por lo tanto, se necesitarian alrededor de 26kg de pienso.

2.4 Procedimiento de muestreo

Para realizar los muestreos biométricos los peces se anestesiaron previamente en un
tanque auxiliar con 2-fenosietanol a razén de 0.3 mLL? usando un volumen de 60 L. En
el caso de los tratamientos LD, antes de ser introducidos, los peces se anestesiaron
afadiendo 40 mL del anestésico en el tanque para evitar desencadenar la cascada de
respuestas que provoca una situacion de estrés. Los peces fueron medidos y pesados
cada 15 dias obteniendo datos de talla y peso para cada individuo. Antes de devolverse
al tanque de origen los peces fueron recuperados en un tanque auxiliar para evitar
posibles agresiones de unos a otros.

La extraccidn de sangre (0,3 mL aproximadamente) se llevé a cabo en la vena caudal
usando jeringas de 1 mL previamente heparinizadas (Sigma H6279). Después de cada
muestreo, la sangre era centrifugada (1200 g, 10 min, 4 °C) para la separacién del plasma

(figura 10) que era conservado en tubos y almacenadas a—80°C para el posterior andlisis

de glucosa, lactato y cortisol.

Figura 10. Centrifugado de las muestras de sangre y resultado.
Para realizar el muestreo final fue necesario el sacrificio de los animales, el

procedimiento se realizd6 mediante sobredosis de anestésico (1mL/L). En primer lugar,
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se extrajo 3mL de sangre mediante puncion en la vena caudal, a continuacidn, se realizd
extraccion de musculo de la parte dorsal del pez que fue almacenado en tubos
eppendorf de 1.5mL a -80°C. Posteriormente se procedid a su diseccion mediante la
realizacion de un corte longitudinal en la zona ventral, desde la parte de la aleta pectoral,
de esta manera accede al paquete visceral. A continuacidn, se retird el higado e intestino
tras separar las visceras, se introducen en respectivos tubos de 1.5mLy se almacena a -
80°C.

Para poder obtener el rifidn cefélico se realizé un corte en la base de la espina dorsal,
este se sitla en la posicion retroperitoneal. Por Ultimo, para extraer el cerebro se realizé
un corte longitudinal en la parte superior de la cabeza. Ambos drganos fueron

almacenados mediante el procedimiento ya mencionado.

2.5 Parametros biométricos

Se realizd un seguimiento de la evolucion del crecimiento en peso (g) y longitud total
(cm) de la media de individuos de cada tanque gracias a los datos registrados durante

los muestreos biométricos.

e  Gananciaen peso (WG)=[(Peso humedo final (g) — Peso humedo inicial (g)) / Peso
himedo inicial (g)]1*100
e  Factor de Conversion (FCR)= Alimento suministrado (g) / Ganancia en peso (g)
o Esla cantidad de alimento (g) que necesita para el animal para engordar
un gramo de peso.
e Tasa especifica de Crecimiento (SGR)= [(In Pf—In Pi) *100] / t
» Pf:peso final (g)
* Pi: pesoinicial (g)
* t=tiempo (dias)
o Muestra la variacién del peso corporal a lo largo del tiempo (%).
e  Factor de condicion (k)= [peso (g) * 100] / longitud total® (cm)

o Expresa la relacién volumétrica en funcién del peso.
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2.6 Analisis de las muestras

2.6.1 Anadlisis de plasma

A partir de la muestra de plasma obtenidas se obtuvieron valores de glucosa y
proteinas.

Para medir los niveles de glucosa y proteinas se utilizaron kits comerciales de Quimica
Analitica Aplicada S.A. (QCA Glucosa liquida Ref. 998225, QCA Proteinas totales Ref.
997180, Tarragona, Espafia) adaptados a microplacas de 96 pocillos.

Fue usado el lector de microplacas Varioskan Lux, utilizando el software v.6.0 Skantt
para Windows (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA), para todas las medidas

espectrofotométricas.

2.7 Analisis estadistico.

Los datos se presentan como el promedio * error estandar de la media (E.E.M). Se
comprobd la normalidad mediante el test de Kolmogorov-Smirnov. En aquellos
pardmetros cuya normalidad era aceptada se realizaba un analisis de la varianza de una
via (one-way ANOVA), tomando como factor el tipo de dieta suministrada (TRP, cacaoy
control) y la densidad (LD y HD), se utilizé un test de Tukey para la comparacion entre
grupos que fueron considerados significativamente diferentes para P< 0,05. En el caso
de que los parametros no fueran normales se usa la prueba de la U de Mann-Whitney,
considerandose significativamente diferentes para P< 0,05. Todos los analisis se llevaron

a cabo mediante el uso del programa informatico SPSS ©.

3.RESULTADOS

3.1 Pardmetros biométricos

En la tabla 2 se presentan los diferentes parametros zootécnicos obtenidos a partir
de los datos de peso, talla y cantidad de alimento suministrado al final del experimento.
Se observan diferencias significativas en los pardmetros WG y SGR entre los individuos
alimentados con cacao y sometidos a las diferentes densidades de cultivo. También se
apreciaron diferencias entre los individuos sometidos a HD y LD y alimentados con la
dieta control para el FCR. Sin embargo, no se apreciaron diferencias significativas en el

factor de condicién en ninguno de los casos.
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En los ejemplares sometidos a HD se apreciaron diferencias significativas tanto en la
ganancia en peso como en la tasa especifica de crecimiento entre el control y los
ejemplares alimentados con los aditivos. También hubo diferencias en la ganancia en

peso y la tasa especifica de crecimiento para los ejemplares LD.

Tabla 2. Parametros biométricos e indices de crecimiento y nutricionales de los ejemplares de Sparus
aurata expuestos a distintos pienso y densidades. Los valores se presentan como la media * error estandar
de la media (E.E.M). WG: ganancia en peso, SGR: tasa especifica de crecimiento, FCR: factor de conversion
y K: factor de condicién. Los asteriscos (*) indican diferencias significativas entre individuos alimentados
con un mismo pienso. Las letras indican diferencias significativas entre diferentes alimentos para un
mismo estado.

Parametros HD control LD Control HD Cacao LD Cacao HD TRP LD TRP
WG (%) 71,67+ 8,022 72,65%7,14° 48,1045,41 %" 9,18+6,67 "  42,67+6,42®  35,8745,22°¢
SGR (% day ) 0,87+0,08 @ 0,90+0,07 @ 0,61+0,06>"  0,88+0,11 %" 0,65+0,07 2° 0,49+0,66 ©
FCR 7,95+1,25" 2,85+0,33" 12,98+4,30 11,61+21,97 5,01+2,30 10,44+4,46
K 1,70+0,03 1,71+0,19 1,71+0,03 1,7040,03 1,72%0,03 1,7040,03

En la figura 11 se muestra el peso y la longitud media, obtenido en el primer
muestreo. Se observan diferencias significativas en ambos parametros entre los
tratamientos HD y LD cacao. No se encontraron diferencias significativas en el peso de
los grupos sometidos a alta densidad mientras que si lo hubo en los ejemplares
sometidos a baja densidad, observandose una disminucién en el peso de los ejemplares
alimentados con ambos aditivos con respecto al control. En cuanto a la longitud se
hallaron diferencias significativas en todos los tratamientos LD, mientras que en los HD
se observd una disminucién de los individuos pertenecientes a los tratamientos con

pienso enriquecido aditivo con respecto al control.

22



Muestreo 1

. L0 300 — Muestreo 1

* E—H a a E— 0
E——-Ho

30 —

200 —

Longitud total (cm)

|

CONTROL CACAO TRP Control Cacao

Figura 11. Pardmetros biométricos obtenidos en el primer muestreo en ejemplares de Sparus aurata
sometidos a tres condiciones de alimentacion (control, triptéfano y cacao) y a dos condiciones de
densidad (LD y HD). Los pardametros se representan con la media * error estandar de la media (E.E.M). Los
asteriscos (*) indican diferencias significativas entre individuos alimentados con un mismo pienso. Las
letras indican diferencias significativas entre diferentes alimentos para un mismo estado.

En los datos pertenecientes al segundo muestreo se observaron diferencias
significativas en ambos parametros entre los tratamientos HD y LD cacao. Se
encontraron diferencias significativas en el peso entre todos los tratamientos LD,
mientras que en el grupo HD solo se detectaron diferencias entre el tratamiento control
y el enriquecido en cacao. No se hallaron diferencias significativas en la longitud de los
grupos HD, mientras que en los LD se detectd entre los tres tratamientos, siendo inferior
en los ejemplares alimentados con los aditivos, sobre todo en los alimentados con la

dieta suplementada con cacao (figura 12).
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Figura 12. Parametros biométricos obtenidos en el segundo muestreo en ejemplares de Sparus aurata
sometidos a tres condiciones de alimentacion (control, triptéfano y cacao) y a dos condiciones de
densidad (LD y HD). Los parametros se representan con la media # error estandar de la media (E.E.M).

En el tercer muestreo se observaron diferencias significativas en ambos parametros
entre los tratamientos HD y LD cacao. No se encontraron diferencias significativas ni en
el peso ni en la longitud entre los grupos HD mientras que si existian entre los
tratamientos del grupo LD donde los ejemplares alimentados con la dieta suplementada

por el aditivo fueron inferiores al control (figura 13).
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Figura 13. Pardmetros biométricos obtenidos en el tercer muestreo en ejemplares de Sparus aurata
sometidos a tres condiciones de alimentacion (control, triptéfano y cacao) y a dos condiciones de
densidad (LD y HD). Los parametros se representan con la media * error estdndar de la media (E.E.M).
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En el Ultimo muestreo se observaron diferencias significativas en ambos parametros
entre los tratamientos HD y LD cacao. En cuanto al peso se observan diferencias
significativas entre los tratamientos del grupo HD, mientras que en el grupo LD solo se
observan entre los tratamientos control y los enriquecido en cacao siendo en ambos
casos el peso inferior el obtenido en la dieta suplementada con cacao. Se observaron
diferencias significativas en la longitud entre todos los tratamientos pertenecientes al
grupo LD, mientras que en el HD solo se encontré en los tratamientos control y
enriquecido en cacao, de igual forma que en el peso, los ejemplares que fueron
alimentados con la dieta suplementada con cacao obtuvieron una longitud inferior

(figura 14).
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Figura 14. Parametros biométricos obtenidos en ultimo muestreo en ejemplares de Sparus aurata
sometidos a tres condiciones de alimentacién (control, triptéfano y cacao) y a dos condiciones de
densidad (LD y HD). Los parametros se representan con la media * error estandar de la media (E.E.M).

3.2 Metabolitos plasmaticos

En la figura 15 y 16 se muestran los valores de proteina y glucosa, respectivamente,
obtenidos en el muestreo intermedio y final. Se apreciaron diferencias significativas en
el nivel de glucosa en sangre entre los individuos alimentados con cacao y sometidos a
las diferentes densidades de cultivo (figura 16), de igual manera también se encontraron

diferencias significativas tanto en el segundo como en el cuarto muestreo, entre los
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individuos cometidos a HD y LD y alimentados con la dieta Trp para el nivel de proteinas
(figura 15).

Se aprecian diferencias significativas en el nivel de glucosa en sangre entre los
individuos sometidos a LD alimentados con cacao y control (figura 16). Se observa un
claro aumento de los valores de proteina plasmatica en aquellos sometidos a LD en el
muestreo intermedio (figura 15A), mientras que en el muestreo final existe una
disminucion de los valores de dicho metabolito en aquellos ejemplares sometidos a LD

la tendencia se invierte (figura 15B).
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Figura 15. Nivel de proteina plasmatica obtenido en el muestreo intermedio (A) y muestreo final (B) en
ejemplares de Sparus aurata sometidos a tres condiciones de alimentacion (control, triptéfano y cacao) y
a dos condiciones de densidad (LD y HD). Los parametros se representan con la media # error estandar de
la media (E.E.M). Los asteriscos (*) indican diferencias significativas entre individuos alimentados con un
mismo pienso. Las letras indican diferencias significativas entre diferentes alimentos para un mismo
estado.

En el muestreo intermedio se detectaron diferencias significativas en los niveles de
glucosa plasmatica entre los individuos alimentados con cacao, aumentando en los
ejemplares sometidos a HD (figura 16A). En el muestreo final no se observaron
diferencias significativas entre individuos alimentados con un mismo pienso, pero si se

apreciaron entre los individuos alimentados con cacao y control (figura 16B).
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Figura 16. Nivel de glucosa plasmatica obtenida en el segundo muestreo intermedio (A) y cuarto muestreo
final (B) en ejemplares de Sparus aurata sometidos a tres condiciones de alimentacién (control, triptéfano
y cacao) y a dos condiciones de densidad (LD y HD). Los parametros se representan con la media + error
estandar de la media (E.E.M). Los asteriscos (*) indican diferencias significativas entre individuos
alimentados con un mismo pienso. Las letras indican diferencias significativas entre diferentes alimentos
para un mismo estado.

4. DISCUSION
4.1 Efectos de la densidad

En este apartado se evaluara el efecto causado en la tasa de crecimiento de la dorada

(Sparus aurata) debido al estrés por hacinamiento durante 60 dias.

4.1.1 Parametros de crecimiento

Los parametros de crecimiento y alimentaciéon son uno de los parametros mas
estudiados para evaluar la respuesta al estrés ya que constituyen la respuesta terciaria
tras situaciones de estrés en peces (Barton, 2002). Existen multitud de respuestas a
situaciones de estrés dependiendo de la duracién e intensidad del agente estresante, si
la situacidon de estrés se prolonga a lo largo del tiempo se desarrollaria la respuesta
terciaria (lwama et al., 2006). Frente a un mismo agente estresante puede haber
diferencias en las respuestas generadas por el individuo dependiendo de la especie a la
que pertenezca (Small, 2004). Es por ello que no en todos los estudios se observan los
mismos resultados, segun Montero et al. (1999) se detecté una disminucién del

crecimiento en doradas (Sparus aurata) tras estar expuestas a altas densidades mientras
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gue Herrera et al. (2015) no detectd dicha disminucién en la acedia (Dicologlossa
cuneata).

A menudo las situaciones de estrés crénico se denominan, segun Iwama et al. (2006),
respuestas de todo el organismo, en dichas respuestas no se ven afectados
determinados érganos diana sino todo el organismo y es por ello que se desencadena
una reduccidn en los parametros de crecimiento y de supervivencia. Varios autores
sugieren que no se produce una disminucién de los parametros de crecimiento debido
a una habituacién del eje HPI a situaciones de estrés prolongado aunque su base
neuroldgica aun no ha sido lo suficientemente estudiada (Montero et al., 1999a, 1999b;
Procarione et al., 1999; Haukenes y Barton, 2004; Barton et al., 2005).

Los resultados del presente estudio no revelan efectos negativos ni positivos en
ninguno de los parametros de crecimiento analizados, observandose un continuo
crecimiento durante toda la duracion del experimento (60 dias). Estos resultados no
concuerdan con los obtenidos de la trucha arcoiris (Oncorhynchus myekiss) por Johnston
et al. (1990), lo cual puede sugerir que existe una variacion de los efectos producidos
por el estrés sobre el crecimiento segln la especie que se trate. Sin embargo, si
comparamos los resultados de este estudio con los del realizado por Montero et al.
(1999) vemos que son contradictorios tratdndose de la misma especie, es por ello que
dicha diferencia podria residir también en la intensidad y duracién del estrés, siendo

menor la llevada a cabo en nuestro estudio.

4.2.2 Metabolitos plasmaticos

Los metabolitos plasmaticos son analizados para determinar el estado metabélico del
animal cuando este estd sometido a una fuente de estrés (Salamanca et al., 2020).

En el presente estudio no se observaron diferencias en la concentracién de glucosa
entre los grupos sometidos a alta y baja densidad, resultados similares fueron
observados en Solea senegalensis y en Argyrosomus regius (Azerezo et al., 2019; Herrera
et al., 2020) donde no se detectaron diferencias significativas en los valores de glucosa
plasmatica para los peces sometidos a un evento de estrés cronico. Ademas, los peces
no pueden mantener los niveles normales de glucosa debido la movilizacién de los
recursos bajo situaciones de estrés (Conde-Sieira et al., 2018), es por ello que la ausencia

de diferencias significativas con respecto al control indicaria que los niveles de glucosa
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no se ven afectados por el aditivo. Esta afirmacion coincide con los resultados obtenidos
en los individuos LD pero no para los HD, ya que en los sometidos a alta densidad
encontramos diferencias significativas entre los alimentados con pienso control y
enriquecido en cacao, observandose un menor nivel de glucosa con respecto al control,
esto puede deberse a una aclimatacién del eje HPI que estabiliza los valores de glucosa
en situaciones de estrés cronico (Salamanca et al., 2019).

Los niveles de proteina plasmatica también son analizados para determinar el estado
metabdlico del animal, y a diferencia de la glucosa, este metabolito no presenta
diferencia en su concentracidon salvo entre los individuos sometidos a alta y baja
densidad alimentados con triptofano, lo que parece indicar que el Trp influye en los

valores de proteinas (Herrera et al., 2019).

4.2 Efecto de la suplementacion con TRP en la dieta.

4.2.1 Parametros de crecimiento.

La influencia de los suplementos dietéticos de Trp en el crecimiento ha sido estudiado
en varias especies de osteictios, demostrando que un aumento de este suplemento en
la dieta conduce a la reduccién de los parametros de crecimiento en especies como
Epinephelus coioides (Hseu et al., 2003), Scylla serrata (Laranja et al., 2010), Cyprinus
carpio (Tang et al., 2013), Cirrhinus mrigala (Tejpal et al., 2009) y Solea senegalensis
(Salamanca et al., 2020). De Pedro et al. (1998) sugiere que este efecto encontrado se
deba a un aumento de la serotonina (5- HT) procedente de la degradacién del Trp, lo
cual produce una reduccion en la ingesta de alimento. Ademas, Peng & Peter (1997)
observaron en su estudio de Carassius auratus que la serotonina actula sobre las células
somatotropas de la glandula pituitaria inhibiendo de esta manera la secrecién de la
hormona del crecimiento. Por ende, la serotonina reduce el crecimiento en peces ya que
se ha demostrado que la hormona del crecimiento (GH) influye en la reduccién de la
ingesta de comida (Peng & Peter, 1997; Lin et al., 2000). Por otra parte, Hoseini et al.
(2019) sugieren que el Trp dietético modula la liberaciéon de cortisol en peces, y este
presenta una influencia inhibitoria sobre el eje somatotrépico y el proceso de

crecimiento (Sadoul & Vijayan, 2016).

29



Para algunas especies ya ha sido determinado el nivel de triptéfano necesario para
reducir las respuestas de estrés como es el caso de Labeo rohita, expuesta a
contaminacién del agua. Se ha demostrado que si son alimentadas con dietas que
contengan 3.05-5.17% de triptéfano mejora el rendimiento de crecimiento en
comparacion con otros piensos con menor porcentaje (Akhtar et al., 2013a & Ciji et al.,
2015). De igual manera en el caso de Cyprinus carpio ha sido determinado el porcentaje
de proteina dietética entre un 0.3 y 1.1 (Dabrowski 1981; Tang et al.,, 2013), y en
Oncirhynchus mykiss se ha determinado valores entre el 0.40-0.71% (Walton et al., 1984,
1986, Kim et al., 1987, Jonhston et al., 1990).

En el presente estudio los valores de los parametros de crecimiento de los individuos
alimentados con el pienso suplementado con Trp (1%) disminuyen respecto a los
controles, destacando una menor reduccién en el caso de los grupos HD. Por ello se
podria inducir que los parametros de crecimiento de los grupos expuestos a estrés por
hacinamiento se ven menos influenciados debido a la dieta enriquecida en Trp. En este
estudio no se detectaron diferencias en la ingesta de alimento al igual que el estudio
realizado por Hseu et al. (2003) con Epinephelus coioides, en el cual afirmaron que no se
puede excluir que el Trp o la 5-HT disminuyan o no el consumo de alimento ya que los
mecanismos fisiolégicos mediante los cuales actuan sobre el crecimiento no estan lo
suficientemente descritos. De igual modo ocurre en estudios previos en lenguado donde
los pardmetros de crecimiento se ven reducidos cuando los ejemplares son alimentados

con 1% de Trp y sometidos a condiciones de estrés (Salamanca et al., 2020).

4.2.2 Metabolitos plasmaticos

En el presente estudio no se aprecian diferencias significativas en los niveles de
glucosa para los individuos alimentados con triptdéfano con respecto al grupo control y
cacao. Segun Conde-Sieira et al. (2018) estos resultados no concuerdan con la situacién
de estrés a la que estan sometidos ya que, como se ha referido anteriormente, este
efecto hallado podria deberse a la adaptacion metabdlica de los individuos a las dietas
experimentales, lo cual provoca que la glucosa plasmatica vuelva a valores normales
(Herrera et al., 2019). Es por ello que podriamos atribuir este efecto a la presencia de
triptéfano en la dieta, ademads el triptéfano presenta efectos inhibitorios sobre la

gluconeogénesis (Smith et al., 1978; Tejpal et al., 2009), es por ello que los niveles no
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superan a los encontrados en el grupo control. En otros estudios como el realizado con
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), se detectaron tendencias distintas, una
disminucion de los niveles de glucosa de los individuos sometidos a condiciones LD con
respecto a los HD (Hoseini et al., 2019). Sin embargo, Jerez-Cepa et al. (2020) en su
estudio con doradas (Sparus aurata) observd un aumento en la glucosa plasmatica de
aquellos pertenecientes a la condicién LD.

En el andlisis de las proteinas plasmaticas se aprecian diferencias significativas entre
los individuos HD y LD, pero no hay diferencias con respecto al grupo control. A lo largo
de la experiencia los valores de proteinas fueron variando entre los ejemplares LD y HD.
En estudios previos con diferentes especies no se observaron diferencias significativas
entre los diferentes tratamientos (Alvarez et al., 2020; Jerez-Cepa et al., 2020).

Por ello podriamos inducir que la variacién de los niveles de metabolitos plasmaticos
influenciados por la suplementacién con TRP tiene un marcado caracter especie

dependiente.

4.3 Efecto de la suplementacién con cacao en la dieta.

4.3.1 Parametros de crecimiento.

Son escasos los estudios realizados con cacao como suplemento dietético, es por ello
gue se sabe poco acerca del modo en el que actuia en el organismo. En estudios previos
se ha empleado cascara de la vaina del cacao (CPH) en sobre Litopenaeus vannamei,
observando un aumento en la tasa de ganancia en peso (WGR), tasa de ganancia en
longitud (LGR), la eficiencia de alimentacién (FE), asi como en el de supervivencia de
aquellos expuestos a un patégeno y estrés por hipotermia (Ya Kuo, 2021). Otros estudios
realizados en peces como el de Martin Penadillo et al., (2018) establecieron que, a
mayor proporcion de harina de cdscara de cacao en las dietas, mayor velocidad de
crecimiento en peso, tasa de crecimiento especifico en peso, y conversién alimenticia
aparente.

En el presente estudio los valores de los parametros de crecimiento de los individuos
alimentados con el pienso suplementado con cacao (1%) disminuyen respecto a los
controles, destacando una menor reduccion en el caso de los grupos HD. Se observa una
diferencia significativa en los parametros de peso y longitud entre los grupos LD y HD,

asi como en el pardmetro WG, observandose una mayor ganancia en peso en aquellos
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pertenecientes al segundo grupo, por lo que la presencia de este aditivo en la dieta
aumenta la tasa de ganancia en peso como se ha mencionado en los dos anteriores
estudios, reduciendo asi las consecuencias de la exposicién a determinadas situaciones
de estrés. Aun asi, se hace necesario un estudio integrado del efecto del cacao en la
dieta y de su mecanismo de accion en el organismo, para asi poder implementarlo de

una forma mas eficaz en el futuro.

4.3.2 Metabolitos plasmaticos

Se encontraron diferencias significativas entre los niveles de glucosa con respecto al
grupo control, estas diferencias surgen a medida que avanza el experimento ya que en
el segundo muestreo aun no estaban presentes. Esto no concuerda con la situacion de
estrés a la que estuvieron sometidos los individuos ya que no pueden mantener los
niveles de glucosa debido a su movilizacién (Conde-Sieira et al., 2018). Estas diferencias
solo son encontradas en los organismos LD, lo que podria sugerir que en estos individuos
se esté dando una adaptacidon metabdlica al estrés a largo plazo (Herrera et al., 2019), o
que el aditivo incorporado a la dieta esté paliando los efectos del estrés tal y como se
observé en el estudio realizado por Kuo et al. (2022) en el cual se sometia a estrés por
hipotermia a los camarones. En caso de que el efecto encontrado se debiera a la
presencia de cacao en la dieta, podriamos afirmar que este aditivo tiene mayor eficacia
que el triptéfano a la concentracién proporcionada (1%) cuando se trata de devolver los
valores de glucosa plasmatica a la normalidad, debido a la escasez de estudios realizados
con este aditivo seria necesario realizar diferentes ensayos con otras especies para
conocer los posibles efectos.

En el andlisis de proteinas plasmaticas no se hallan diferencias significativas con
respecto al control, debido a la reducida bibliografia se hace dificil la comparacién con
otros resultados. Todo parece indicar que el cacao suplementado en la dieta no afecta

de ningun modo a las proteinas.
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5.CONCLUSION

33

Las dietas suplementadas reducen los parametros de crecimiento tras los 60 dias
qgue duro el experimento, sobre todo en aquellos ejemplares sometidos a baja
densidad.

La glucosa plasmatica no se ve afectada por la suplementacién de Trp en la dieta,
esto puede deberse al efecto inhibidor que presenta este aminodcido sobre la
gluconeogénesis.

Los valores de glucosa presentaron diferencias en el cacao, reduciéndose en
aquellos ejemplares sometidos a estrés. Esto puede deberse a las propiedades
del cacao como relajante natural.

Los valores de proteinas plasmaticas no se vieron afectadas por ninguno de los

aditivos.
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