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1.1. LA ACUICULTURA

1.1.1. Una vision global

Se podria entender el concepto de acuicultura como el conjunto de técnicas que
hacen posible la produccion de organismos acuticos de forma controlada en mayor o
menor medida, aumentando el rendimiento frente a técnicas puramente extractivas,
como en el caso de la pesca o el marisqueo. En base a esta definicion, la acuicultura ha
sido practicada por el hombre desde hace méas de 4.000 afios, pero ha sido en el Gltimo
medio siglo cuando se ha podido evidenciar un verdadero y notable desarrollo de esta
actividad. Se ha pasado del uso de técnicas artesanales a procesos altamente
tecnificados e industrializados que dan empleo a mas de 12 millones de personas en
todo el mundo (FAO, Food and Agricultural Organization, 2015). Se podria considerar
una industria homologa a lo que en el medio terrestre representan la agricultura y la
ganaderia, pero englobando en un Unico término tanto la produccion de animales como
de vegetales acuaticos, siendo un representante de estos ultimos, el alga comestible
Eucheuma sp., el principal producto obtenido a nivel mundial, con casi 12 millones de

toneladas, producidas principalmente en paises asiaticos (FAO, 2015).

En la dltima década se han conseguido producir méas alimentos de origen acuicola
de gran calidad a través de la acuicultura que provenientes de la industria pesquera y
extractiva. De las 199,7 millones de toneladas de productos de origen acuatico
obtenidos a nivel mundial en 2015, el 53,1% procedian de la acuicultura. Estos
resultados (Fig. 1) se deben a un crecimiento medio continuado de un 3,2 % durante las
cinco Ultimas décadas (FAO, 2015; APROMAR, Asociacion Empresarial de
Acuicultura de Espafia, 2017). Indudablemente la industria pesquera también ha
aumentado sus rendimientos gracias, ente otros motivos, a los avances tecnolégicos y
también al desarrollo de nuevos canales de distribucion, pero en cambio ha visto
mermado su crecimiento a consecuencia del agotamiento de los recursos naturales que,

en algunos casos estan llegando al colapso.

De cualquier modo, seria un error considerar la pesca y la acuicultura como dos
sectores independientes y quizas fuera mas acertado ver la acuicultura como la sucesién
natural de la pesca, al igual que consideramos a la ganaderia como una evolucion de la

caza o a la agricultura como el exitoso avance conseguido por el hombre en el pasado.
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4 - Acuicultura

PRODUCCION (milbnes det)

Figura 1. Evolucion de la produccion en acuicultura y pesca a nivel mundial en el
periodo de 1950-2015 (FAO, 2015).

Es ya una realidad, sobre todo en los paises méas desarrollados, que el consumidor
haya dejado de plantearse si el origen de ciertos productos sea la pesca 0 quizés la
acuicultura y se plantee entonces si las condiciones de cultivo en las que se han
obtenido esos productos han sido las adecuadas. Nadie pensaria que ciertas especies
habituales en las pescaderias como la trucha o el mejillon pudieran proceder de la pesca
o del marisqueo, al igual que nadie plantea si la ternera o el pollo son productos de
granja o han sido cazados en su medio natural. En un futuro, esto mismo ocurrird con
muchos otros productos de origen acuatico y los consumidores tendran entonces que
elegir en base a criterios como las condiciones de cultivo, el grado de procesamiento, el
pais de procedencia u otras caracteristicas que aportaran distintas cualidades y calidades
al producto. Dejara definitivamente de ser un criterio de eleccion si su procedencia es

salvaje o de cultivo.

En otro orden de cosas, un incremento constante en la demanda mundial de
productos acuicolas, una prevision del aumento de la poblacion a méas de 9.500 millones
de habitantes para 2050 (FAO, 2015) y un necesario e inevitable cambio de las politicas
productivas hacia estrategias mas sostenibles con el medio ambiente, tanto en los
sectores ganadero como agricola, abren las puertas a un mayor desarrollo de la
acuicultura desde todos los puntos de vista. Sera necesario implementar las tecnologias
aplicadas a este sector y conseguir una mayor diversificacion de los productos, tanto en
numero de especies como en formatos de presentacion y procesamiento. Esto conllevara

necesariamente un aumento del conocimiento tanto de la biologia de las propias
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especies como en su adaptacion a las condiciones de cultivo. En el caso de los animales
sera imprescindible, ademas, incrementar los estudios sobre su comportamiento y su
bienestar en condiciones de cautividad. Hay que destacar que existen mas de veinte mil
especies solo del grupo de peces teledsteos y que estan representados en casi todos los
ecosistemas acuaticos, con una amplia gama de adaptaciones fisioldgicas vy
comportamentales, pero hasta el momento un nimero reducido de estas especies se han
estudiado con suficiente detalle cientifico. Por tanto, las evidencias cientificas y

generalidades en este grupo tan amplio no deben ser empleadas sin la cautela adecuada.

No obstante, ya se producen a través de la acuicultura, en unos volimenes
considerables (mas de 100 toneladas anuales) unas 305 especies, entre vegetales,
moluscos, crustaceos, peces y otros organismos. Esta riqueza en diversidad de
productos acuicolas se debe principalmente a la variabilidad de entornos donde es
posible cultivarlos, a la adaptabilidad de estas especies a las condiciones de cultivo y al
ingenio de las personas (APROMAR, 2017).

1.1.2. La acuicultura en Espaifa

La historia de la acuicultura moderna en Espafia tiene su punto de partida a
mediados del siglo XIX, durante el reinado de Dfia. Isabel Il y Don Francisco de Asis
que apoyaron la creacion en 1866 del primer laboratorio espafiol destinado a la
produccién de alevines de trucha comun (Salmo trutta), y que fue el Laboratorio
Ictiogenico de la Granja del Real Sitio de San lldefonso (Segovia). Este permanecié en
activo relativamente poco tiempo, debido a la instauracion de la Primera Republica y la
retirada de la financiacion para su mantenimiento, pero simultineamente se creé en
Aragén la primera piscifactoria con capital privado de Espafia (Jiménez Sanchez, 1997).
Esta instalacion situada en el Monasterio de Piedra (Zaragoza) tuvo que ser cedida al
Estado Espafiol unos afios después y desde entonces se destind a la produccion de
truchas con fines de repoblacién de los rios espafioles. Aun hoy sigue cumpliendo una
inestimable funcién, habiéndose transformado en un Centro de Interpretacion y de

Educacion Ambiental sin perder su condicion de centro de produccion acuicola original.

Desde entonces a esta parte la acuicultura espafiola ha evolucionado de forma

notable, a un ritmo incluso mayor que en otros en paises europeos, situdndose en 2015 a

5



Introduccion

la cabeza del sector en volumen de produccion (MAPAMA, Ministerio de Agricultura y
Pesca, Alimentacion y Medio Ambiente, 2015) y dando trabajo a unas 18.000 personas
en nuestro pais (APROMAR, 2017). No hay que olvidar que el principal producto
acuicola espafiol es el mejillon, con méas 225.000 toneladas, y que en cuanto a
piscicultura, son otros paises como Reino Unido o Grecia los mas productivos tanto en
volumen como en valor econémico. La dorada (Sparus aurata), la lubina
(Dicentrarchus labrax) y la trucha arcoirirs (Onchorynchus mykiss) son las principales
especies de peces cultivadas en Espafia y la diversificacion del sector estd centrada en
algunas especies como el rodaballo (Scophthalmus maximus), el lenguado (Solea
senegalensis) o el atin rojo (Thunnus thynnus). En el caso de la tenca (Tinca tinca) en
Espafia, su produccién actual es casi testimonial, con 23 toneladas en 2015 (MAPAMA,

2015), producidas principalmente en explotaciones de Extremadura (Fig. 2).

B \| A
ﬁ -
[ Instalaciones activas 2016. MAPAMA e
i S -

Figura 2. Numero de explotaciones de acuicultura de tenca en Espafia en 2016.
(http://www.mapama.gob.es/es/pesca/temas/acuicultura/visor-de-instalaciones/)

Esta cifra queda lejos de los méximos alcanzados a finales de la década de los

ochenta, que rondaba las 460 toneladas. No obstante, la tenca sigue siendo de especial


http://www.mapama.gob.es/es/pesca/temas/acuicultura/visor-de-instalaciones/
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interés para las zonas rurales llegando a ser incluso protagonista de una fiesta popular

catalogada de Interés Turistico Gastronomico de Extremadura que lleva su nombre.

1.2. LA TENCA

La tenca (Tinca tinca. Linnaeus, 1758) es la unica especie del género Tinca de la
familia Cyprinidae (Fig. 3). E originaria de grandes sistemas lacustres de Europa
Central y cultivada tradicionalmente en muchos paises europeos (Billard y Flajshans,
1995).

Situacion Taxondmica
Reino Animal
Subreino Bilateria
Infrareino Deuterostomia
Filo Chordata
Subfilo Vertebrata
Infrafilum Gnathostomata
Superclase Osteichthyes
Clase Actinopterygii
Subclase Neopterygii
Infraclase Teleostei
Superorden Ostariophysi
Orden Cypriniformes
Superfamilia Cyprinoidea
Familia Cyprinidae
Género Tinca
Especie Tinca tinca (Linnaeus, 1758).

Figura 3. Situacion taxondmica de la tenca segun ITIS (Integrated Taxonomic
Information System, 2018)

Algunos autores consideran que la tenca es autoctona en Espafia (Elvira, 1995) y
existen referencias de hallazgos de esta especie en yacimientos arqueoldgicos de la
Edad de Bronce (Doadrio, 2001). Sin embargo existe cierta controversia ya que
Kohlmann et al. (2007) encontraron evidencias genéticas que asocian las poblaciones
actuales espafolas con poblaciones de origen asiatico y que se distancian genéticamente

de las centroeuropeas. Mas recientemente, a través de analisis genético espacial se han
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revelado datos sobre la posible dispersion de esta especie a manos del hombre,
incluyendo su introduccion en la Peninsular Ibérica en el siglo XVI (Lajbner et al.,
2011; Presti et al., 2012).

La distribucién mundial actual de la tenca (Fig. 4) incluye América del Norte y
del Sur, Africa, Australia y Asia (Rosa, 1958; Bircan et al., 1989; Kottelat, 1997; Alas
et al., 2009; Cudmore y Mandrak, 2011; Freyhof y Kottelat, 2008). La razdn
fundamental de su introduccién en distintos paises ha sido su consumo, siendo una de

las especies de mayor interés para el cultivo en estanques (Pérez-Regadera, 1997).

120°W 90°W 60°W 30°W 0° 30°E 60°E 90°E 120°E 150°E
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Figura 4. Distribucion mundial de la tenca (Avlijas et al., 2017).

La tenca es un pez de talla media que puede alcanzar los 85 cm de longitud total y
un peso maximo de 7,5 kg. Su cuerpo es corto, grueso y algo comprimido
dorsoventralmente, con un pedunculo caudal también corto y robusto. Presenta un par
de barbillas cortas en el maxilar inferior (Fig. 5). Las escamas son pequefias y presenta
de 90 a 120 en la linea lateral. La aleta dorsal se compone de entre 8 y 9 radios, y la anal
de 7 a 8, ambas con sus bordes redondeados. Existe un marcado dimorfismo sexual,
siendo los machos facilmente distinguibles de las hembras por poseer el primer radio de
las aletas pelvianas engrosado, mientras que las hembras tienen todos los radios

similares (Lozano, 1990). Su coloracion es principalmente verde, sobre todo en el
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dorso, mientras que el resto del cuerpo presenta color verde amarillento con tonos
dorados, con cierta variabilidad dependiendo del medio donde se encuentre (De La

Rosa, 1996).

Figura 5. Macho adulto de tenca.

También se pueden encontrar variedades de tenca que van desde los colores
azulados hasta el amarillo intenso, y que han sido objeto de seleccidn artificial con fines

ornamentales (Kvasnicka et al., 1998).
Respecto a su aparato digestivo, la tenca carece de estdbmago, al igual que ocurre

en el resto de ciprinidos. Presenta un eséfago corto seguido por el intestino, cuyo

comienzo coincide con el conducto del colédoco (Fig. 6).

Conducto del coléd oco
k

Intestinomedio

Intestino proximal
I Intestino distal

Figura 6. Diagrama del intestino de la tenca.
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El resto del intestino es largo y en forma de tubo sin aparente diferenciacion
anatémica, pero dividido en tres partes diferenciables morfoldgica y funcionalmente,
como digestivo proximal, medio y distal. Es mas amplio en el extremo anterior y se
vuelve progresivamente mas delgado hacia la parte distal (Noaillac-Depeyre y Gas
1976).

Desde un punto de vista histolégico (Fig. 7), la pared del intestino de la tenca
consiste en una capa mucosa, formada por un epitelio cilindrico simple con chapa
estriada y células caliciformes y un corion de tejido conjuntivo laxo, que presenta
evaginaciones formando las vellosidades intestinales, una submucosa casi inapreciable,

una capa muscular formada por 2 capas internas de musculo liso y dos externas de

masculo estriado esquelético y una serosa.

Figura 7. Micrografia del intestino de la tenca (Tinca tinca). Tincién de hematoxilina-
eosina del intestino de la tenca donde se muestra (A) vellosidades intestinales y (B) las dos
capas de musculo liso (1 y 2) y las dos capas de masculo estriado (3 y 4). Barra de escala: A,
100 pm; B, 25 pm.

La tenca presenta un higado (Fig. 8) con un parénquima constituido por
cordones de hepatocitos de forma poligonal, nicleo centrado y citoplasma que puede
almacenar granulos de glucégeno y/o vacuolas lipidicas. Entre los cordones de
hepatocitos aparecen unas zonas poco teflidas que constituyen los sinusoides sanguineos
y que en algunos casos muestran las presencia de eritrocitos nucleados y células con
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funcion defensiva (células de Kupffer). La presencia de conductillos biliares refleja su

capacidad exocrina.

Figura 8. Micrografia del higado de la tenca (Tinca tinca). Tincion de Hematoxilina-
Eosina. Se observan sinusoides entre cordones de hepatocitos y un doble corte transversal de un
conductillo biliar. Junto a este conductillo se observa una arteriola y una vena de diametro
mayor. En el resto del parénquima se observan varias venas donde confluyen los sinusoides.
Barra de escala: 100 pum.

Ademas, la tenca presenta hepatopancreas (Fig. 9), de forma que entre los
hepatocitos existen algunas zonas mas oscuras en tinciones de hematoxilina-eosina
constituidas por acinos pancreaticos, correspondientes a la porcion exocrina del
pancreas. Dichas células presentan forma piramidal y granulos de zimdgeno en la
porcién apical, y se disponen rodeando los vasos derivados de la vena porta. Entre estos

acinos encontramos de forma dispersa los islotes de Langherans con funcion endocrina.
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Figura 9. Micrografia del hepato-pancreas de la tenca (Tinca tinca). Tincién de hematoxilina-
eosina Se observa una seccion donde se ponen de manifiesto abundantes hepatocitos (h) y la porcién
exocrina pancredtica, de cardcter acinar (ac) mas tefiida, rodeando un vaso portal (v) en cuya luz
aparecen numerosos eritrocitos. Barra de escala: 100 pum.

Desde un punto de vista comportamental, la tenca es una especie de caracter
huidizo y gregario, sobre todo en aguas claras, sin refugio o sin la proteccion de
vegetacion acudtica. No presenta comportamiento territorial o agresividad por el
alimento o por el espacio y rara vez depreda sobre sus alevines o sobre los alevines de

otros peces.

Habita principalmente en zonas poco profundas de lagos y charcas con preferencia
por sustratos fangosos o arenosos (Rendon et al.,, 2003) donde se puede encontrar
vegetacion sumergida que favorece su reproduccion (Nordstrom, 2011). Esta tiene lugar
en los meses finales de primavera y principio de verano, cuando la temperatura del agua
supera los 20 °C (Podhorec et al., 2012). Se requiere un minimo de 10 °C de
temperatura para el inicio de su desarrollo gonadal (Pimpicka, 1990). Realizan varias
puestas a lo largo de estos meses y depositan sus huevos sobre la vegetacién sumergida
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a la que se adhieren rapidamente evitando asi que caigan al sustrato donde serian

enterrados facilmente por los sedimentos.

Seglin Benzer et al. (2009, 2010), la tenca se podria considerar una especie
omnivora habiendo hallado mayoritariamente en su tracto digestivo componentes del
zooplancton, algunos organismos benténicos como gusanos Yy caracoles, restos vegetales
y detritus. Algunos autores consideran que la presencia de material vegetal en el
intestino de las tencas es accidental y que estaria asociado a los invertebrados de los que
si que se alimenta de manera activa (Kennedy y Fitzmaurice, 1970). Michael y
Oberdorff, (1995) afirman que la alimentacion de los adultos se basa exclusivamente en
macroinvertebrados acuaticos. Otros autores consideran que existe un componente
vegetal en la dieta de la tenca, hallando una notable presencia de estos materiales en los
tubos digestivos estudiados (Alas et al. 2009, Pérez-Bote, 1998). Su comportamiento
alimenticio es nocturno (Perrow et al. 1996) aunque segun Herrero et al., (2003, 2005)
se puede adaptar a un régimen de alimentacién artificial diurno aun manteniendo su

predisposicion de locomocion y alimentacion nocturnas.

La tenca presenta gran resistencia a bajas concentraciones de oxigeno disuelto en
el agua y cierto grado de eutrofizacion y se adapta bien a amplios rangos de temperatura
y pH (Lukowicz y Proske, 1979; Rowe, 2004; San Juan, 1995; Steffens, 1995).

Comparada con otras especies piscicolas, la tenca presenta una baja incidencia de
enfermedades siendo la prevalencia e intensidad de éstas también bajas (Svobodova y
Kolarova, 2004).

Todo este conjunto de caracteristicas hacen de la tenca una especie muy adecuada
para la acuicultura existiendo actualmente un gran interés por parte de esta industria en
todo el mundo como especie de consumo, como objeto de la pesca deportiva (Garcia et
al., 2015; Gela et al., 2006; Grosch et al., 2000; Perdikaris et al., 2010) y en menor
medida, como especie ornamental (Kvasnicka et al., 1998). Esta demanda creciente por
la tenca y otras especies de interés trae consigo la necesidad de una intensificacion de

los cultivos y la sustitucion de las técnicas tradicionales menos productivas.
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1.3. LA INTENSIFICACION DEL CULTIVO

Cada vez resulta mas complejo hacer una clasificacion de los sistemas de cultivo
de peces en base a su intensificacion y seria aconsejable definirlos para cada especie de
manera independiente. Ademads, los avances tecnologicos son tan rapidos que
podriamos incluir grados de intensificacion intermedios segun los nuevos elementos de

control y manejo que se incorporan en los sistemas.

No obstante, hay caracteristicas generales a casi todos los sistemas de cultivo
empleados hoy dia en piscicultura. En la tabla | se han agrupado los niveles de

intensificacion que se podrian establecer y sus caracterisiticas mas descatables.

La tenca se ha cultivado en Europa desde la Edad Media (Steffens, 1995) y su
cultivo se ha desarrollado escasamente, manteniendo sistemas extensivos o semi-
intensivos y, en la mayoria de ocasiones, en policultivo junto con especies de mayor
valor comercial como la carpa (Cyprinus carpio). Varios autores han descrito
experiencias en sistemas mas intensificados, aunque no siempre con buenos resultados
(Celada et al., 2007b; Kamler et al., 2006; Pantazis y Apokotou, 2009; Sierra et al.,
1995; Wolnicki y Myszkowski, 1998; Wolnicki et al., 2006).

En Esparia, al igual que en el resto de Europa, el cultivo industrial de la tenca
también ha sido escaso y se ha mantenido de forma tradicional en Extremadura y otras
Comunidades como las dos Castillas, Aragén y Catalufia, estando frecuentemente
asociado a otros aprovechamientos del agua, como fines agricolas o ganaderos (Claver
y Diaz de la Lastra. 1983, Pérez-Bote et al. 1998).

Existen claros ejemplos de cultivo extensivo (Fig. 10), que ponen de manifiesto
un aprovechamiento sostenible basado en la capacidad de carga del medio,
consiguiéndose producciones modestas pero con el minimo impacto ambiental (Pérez-
Bote et al., 1998).
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Tabla I. Clasificacion de los sistemas de cultivo de peces segun su grado de intensificacion.

Sistemas de
cultivo

Extensivo

Semi- Intensivo

Intensivo

Hiper-intensivo

Reproduccion

Natural en la propia instalacién o
siembra con ejemp lares de otra
instalacién pero también obtenidos de
forma natural. También alevines
capturados en el medio ambiente.

Siembra con ejemplares procedentes
de otra instalacion. En algunos casos
alevines capturados en el medio
natural.

Generalmente reproduccién
controlada. En ocasiones
modificacion de ciclos
reproductivos.

Reproduccién controlada. Alevines con
controles de calidad, en ocasiones procedentes
de centros de cria garantizados.

Alimentacion

Natural. En ocasiones tratamiento
previo del sistema o fertilizacion para
aumentar la capacidad de produccion

natural.

Alimento natural méas aportacion con
grano, semillas o piensos artificiales.

Alimentacion principalmente
artificial, con piensos adaptados a
la especie cultivada.

Estrictamente artificial. Especifico para cada
etapa de desarrollo. También alimento para
reproductores. Adicidn de pre/probidticos.

Densidad

Muy baja, aunque depende de los
requerimientos de calidad del agua de la
especie cultivada y de la disponibilidad

de alimento.

Baja, aunque dependiente de los
requerimientos de la especie y de la
disponibilidad de alimento.

Media o media/alta, dependiente de

los requerimientos de la especie

sobre todo respecto a la calidad del

agua.

Alta/muy alta segin requerimiento de la especie.

Muy dependiente del control de calidad del
agua.

Variables
ambientales

Ningan control. En ocasiones
aportacion de agua a demanda y/o
sistemas de aireacion.

Control de depredadores. Control de
algunos pardmetros como niveles de
oxigeno disuelto.

Posible control térmico, de
fotoperiodo, de pardmetros como
el oxigeno. Uso de equipos de
oxigenacién y sondas de medida.

M onitorizacion de calidad de agua. Aporte de
oxigeno, correccion de pH y otras variables.
Control de temperatura 'y fotoperiodo.

Seleccion de
peces

Seleccion de especies adaptadas a la

climatologia del lugar. En algin caso

seleccion por tamafios con vistas a la
reproduccion.

Separacion de reproductores y engorde
En algunos casos clasificacion por
lotes o por tamafio.

Seleccion de reproductores.
Clasificacion por lotes de
tamafio/edad/sexo Diversificacion
de instalaciones segun estadio de
desarrollo.

Seleccién genética de reproductores. Obtencién
de monosexos o incluso triploides. Clasificacion
por tamafios y fases de desarrollo.

Control de
patologias

Escaso o nulo control.

Poco control. Eliminacion de
ejemplares enfermos sintématicos.
Adicion de medicamentos a través del
pienso en caso de enfermedad.

Controles rutinarios preventivos.
Establecimiento de zonas de
cuarentena. Eliminacion de
ejemplares afectados. Uso de
piensos medicamentosos en caso
de enfermedad.

Controles exhaustivos. Seleccion de peces
resistentes. Camparfias de vacunacion.
Aportacién de inmunoestimulantes en

alimentos.
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Figura 10. Charca de produccién extensiva de tenca en Extremadura.

Es indudable que la intensificacion de los cultivos puede suponer un alejamiento
de las condiciones naturales en las que se desarrolla una especie y en consecuencia
podemos pensar que se produce una pérdida o alteracion de su bienestar. Pero antes de
plantearnos como, en qué medida y por qué se puede ver afectado este bienestar
debemos aclarar el alcance de este concepto.

1.4. EL BIENESTAR ANIMAL

Chandroo et al. (2004) opinaban que el concepto de bienestar puede llevar
asociado connotaciones antropoldgicas (los sentimientos) que quizas no tengan cabida
en el resto del mundo animal. Otros autores aplicaron el término de bienestar animal a
aquellos grupos animales considerados con un nivel cognitivo mayor que el aceptado
para los peces (Wood-Gushetal, 1981; Duncan, 1996). Estas conjeturas se basaban en
algunas revisiones cientificas que argumentaban que los peces carecen de la
complejidad estructural del cerebro de vertebrados superiores, por lo que seria
improbable que pudieran experimentar sensaciones de dolor, miedo o sufrimiento
(Rose, 2002).
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Segun otros autores, no se trataria Unicamente del estado de salud o del nivel de
estrés que tiene un animal lo que indicaria su grado de bienestar, sino la posesion de una
serie de capacidades cognitivas que forman la base de la sensibilidad (Duncan y
Petherick, 1991; Curtis y Stricklin, 1991; Duncan, 1996). Por lo tanto, la sensibilidad
seria un prerrequisito que deberian cumplir los animales para tener lo que hemos
considerado estado de bienestar (Wood-Gush et al., 1981; Duncan, 1996).

Debido a que los sentimientos son subjetivos, no pueden ser investigados
directamente. Pero existen métodos indirectos para evaluar qué sienten los animales
bajo las condiciones en que se mantienen y los procedimientos a los que estan
sometidos. Los numerosos estudios realizados sobre la fisiologia y comportamiento de
los peces, tanto en las distintas etapas de su ciclo de vida como en su relacion con
distintas situaciones medioambientales y las medidas de disfuncion bioldgica, de
disminucion de la salud y del aumento del estrés fisiolégico, pueden proporcionar una

buena evidencia de la pérdida de bienestar en los animales (Duncan, 2005).

Los cambios en la fisiologia de los animales o su respuesta conductual frente a
distintos estimulos, al igual que sucede en humanos, pueden dar a una idea de lo que
supondria la falta de bienestar animal (Flik, et al. 2006; Overli, et al., 2001) y en base a
este argumento se podria asumir la capacidad de experimentar dolor, miedo o
sufrimiento, también por parte de los peces. No obstante, y aunque una amplia gama de
estas caracteristicas fisioldgicas, bioguimicas o conductuales se utilizan, de hecho para
evaluar el bienestar, ninguno de estos parametros se considera fiable de forma aislada
(Broom, 1997).

Poco a poco la comunidad cientifica y la sociedad en general ha asumido que los
peces también pueden experimentar estas sensaciones que asociamos con el bienestar y
el momento en que se ha tomado mayor conciencia sobre este aspecto ha coincidido con

el mayor desarrollo en el sector de la acuicultura (Poli, 2009).

Organizaciones como FAWC (Farm Animal Welfare) basaron su definiciéon de
bienestar en los animales incluyendo a los peces en cinco pilares o "libertades"

postuladas por el informe del Comité Brambell de 1965 que serian:

- El animal no sufre sed, hambre ni malnutricion, porque tiene acceso a agua de bebida

y se le suministra una dieta adecuada a sus necesidades.
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- El animal no sufre estrés fisico ni térmico, porque se le proporciona un ambiente
adecuado, incluyendo refugio frente a las inclemencias climéaticas y un &rea de
descanso comoda.

- El animal no sufre dolor, lesiones ni enfermedades, gracias a una prevencion adecuada
y/o0 a un diagnostico y tratamiento rapidos.

- El animal es capaz de mostrar la mayoria de sus patrones normales de conducta,
porque se le proporciona el espacio necesario y las instalaciones adecuadas, y se aloja
en compariia de otros individuos de su especie.

- El animal no experimenta miedo ni distrés, porque se garantizan las condiciones

necesarias para evitar el sufrimiento mental.

Otros autores como Fraser et al. (1997) opinaban que el bienestar de los animales

se podria sustentar en tres pilares basicos que serian:

- La posibilidad de expresar algunas conductas naturales y desarrollar sus capacidades y
adaptaciones al medio.

- Un estado emocional del animal saludable (evitando emociones negativas tales como
el dolor y el miedo).

- Un adecuado funcionamiento del organismo (en aspectos relativos a su salud fisica, su

nutricion, y crecimiento).

Y estas mismas premisas fueron adoptadas por algunos organismos oficiales tales
como la OIE (Organizacion Internacional de Epizootias - Organizacion Mundial de
Sanidad Animal) considerando que un animal se encuentra en un estado satisfactorio de
bienestar cuando estd sano, confortable y bien alimentado, puede expresar su

comportamiento innato, y no sufre dolor, miedo o distrés (OIE, 2008).

Siendo la OIE la Organizacion Internacional de referencia para la sanidad animal,
los Paises Miembros de la Unién Europea encargaron a esta entidad que asumiera el
liderazgo en este area y elaborase recomendaciones y directrices que recogieran las

practicas en el bienestar animal.

En 1998, la Union Europea establecid, mediante la Directiva del Consejo
98/58/EC, la Ley de estandares minimos para la proteccion de animales criados en

granjas, incluidos los peces.
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El Tratado de Amsterdam, que entr6 en vigor en mayo de 1999, reflejo la
preocupacion de la sociedad sobre este tema y a partir de entonces la evaluacion del
bienestar de los animales se convirtio en un objetivo de investigacion principal para la

comunidad cientifica.

En febrero de 2004, la OIE organizé la primera Conferencia Mundial sobre
bienestar animal. Poco después publico las “Recomendaciones sobre Bienestar de Peces
Cultivados” que fueron adoptadas por el Comision Europea en 2005 (Codigo Sanitario
para Animales Acuéticos, OIE, 2017). Este documento es revisado cada poco tiempo y
en €l se van incorporando los nuevos avances cientificos, aunque mantiene afio tras afo

algunas de sus recomendaciones como la que sigue:

“La evaluacion cientifica del bienestar de los peces de cultivo abarca una serie de
elementos cientificos y de juicios de valor que deben tomarse en consideracion
conjuntamente y el proceso de esta evaluacion debe ser lo mas explicito posible”.
(Apartado 2b de Principios Basicos. Articulo 7.1.1 del Capitulo 7.1 del Cddigo
Sanitario para Animales Acuaticos. 2017 ©OIE - Codigo Sanitario para los Animales

Acuaticos).

Aln asi, los avances cientificos en este campo a dia de hoy siguen siendo escasos,
como podemos comprobar por el nimero de publicaciones SCI realizadas en los ultimos
afios. Se han llegado a generar un total de 160 publicaciones en 2016, siendo este
namero inferior a la media de publicaciones en otros campos cientificos (ISI Web of
Science®, enero de 2018).

Como factor mas comun entre los estudios cientificos relacionados con el
bienestar en los peces encontramos el estrés, aungque no siempre supone una pérdida del

bienestar.

1.5. EL ESTRES COMO MEDIDA DE BIENESTAR

El concepto de estrés, para algunos autores supone la pérdida del equilibrio
homeostatico de un organismo a consecuencia de la accién individual o combinada de
estimulos extrinsecos e intrinsecos denominados agentes estresantes (Barton e Iwama,

1991a; lwama et al., 2006; Chrousos, 2009). Asimismo, la respuesta a una situacion
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comprometida lleva asociada una serie de reacciones comportamentales y fisiologicas
en pro de recuperar el equilibrio homeostatico perdido. Los agentes estresantes afectan
directa e indirectamente a los sistemas nervioso, endocrino e inmunitario del animal,
interconectados gracias a neuropéptidos, hormonas y moléculas como las citocinas
respectivamente. EIl resultado es una compleja red de sefiales quimicas sometidas a la

modulacion por factores externos (Tort et al., 1998).

El término "homeostasis" ya fue empleado por algunos filésofos griegos para
definir el principio de equilibrio de la vida. Sinénimo de armonia para Pitagoras o de
isonomia para Alcmeon de Crotona (siglo VI a. C.), fue introducido por Cannon (1929)
en los estudios sobre fisiologia del estrés para describir los mecanismos que intervienen

en el mantenimiento de un equilibrio fisico-quimico esencial.

Poco después, el endocrinélogo Hans Selye, (1936) introdujo el término estrés y
estresante dentro de la investigacion biomédica. Selye opinaba que ante cualquier
agente agresor, el organismo reacciona de forma simultanea con dos tipos de respuestas,
unas atipicas independientemente del tipo de estimulo y que son siempre las mismas y
otras dependientes del estimulo estresor. En 1946, Selye definié el Sindrome de

Adaptacion General (GAS), que se podria dividir en 3 fases:

- Fase 1. Reaccion de alarma inicial, con una répida activacion del eje hipotdlamo-
simpatico-cromafin, que supondria un incremento en la concentracion de
catecolaminas (adrenalina/noradrenalina) en el tejido cromafin de la médula adrenal,
por estimulaciéon de terminaciones nerviosas preganglionares simpaticas. También se
produce una activaciéon de la secrecion de noradrenalina en los terminales nerviosos
simpaticos. Las catecolaminas acttan sobre un amplio rango de funciones fisioldgicas
como son, la activacion de la capacidad motora, aumento del ritmo cardiaco y del flujo
sanguineo hacia los drganos fisiologicamente mas activos, estimulacion de la
captacion y transporte de oxigeno, alteraciones en el metabolismo intermediario con
un aumento de la glucosa plasmatica a partir del glucégeno del higado (glucogenolisis)
y la sintesis de nueva glucosa a partir de acidos grasos libres en tejido adiposo
(gluconeogénesis).

- Fase 2. Fase de resistencia. En el caso de que la situacion de estrés sea prolongada, el
organismo debe adaptarse y los niveles de catecolaminas deberian volver poco a poco

a valores similares a los de la situacion de partida. Durante esta fase se activa el eje
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hipotdlamo-hipofisis-adrenal y como consecuencia, se produce la liberacion de
corticoides en la corteza adrenal. Estos actian mas lentamente que las catecolaminas
manteniendo esta fase de manera més prolongada. Entre otras actividades, los
corticoides también estimulan la sintesis de las propias catecolaminas a nivel del tejido
cromafin, ayudando a mantener sus niveles altos durante mas de tiempo.

- Fase 3. Fase de agotamiento. Si la situacion de estrés se prolonga ain maés, los efectos
de altos niveles de cortisol y de la activacion del metabolismo para superar la situacion
de estrés terminaran afectando a otros procesos fisiologicos que podrian llegar a ser

negativos e incluso letales para el organismo.

Segun esta definicion, el estrés es una respuesta adaptativa frente a una amenaza y
tienen por finalidad preservar la integridad del individuo. Pero cuando el estrés se
convierte en cronico o prolongado, se producen otros efectos que pueden llevar
asociados una pérdida o alejamiento del estado de bienestar. EI mismo Selye (1985)
plante6 la diferencia entre ‘“euestrés” o estrés beneficioso y “diestrés” o estrés

perjudicial.

Otros autores posteriormente comprobaron la existencia de una relacién directa
entre la duracion e intensidad del estimulo estresante y el paso de una respuesta
adaptativa a otro tipo de respuesta maladaptativa (Pickering, 1989; Pickering y
Pottinger, 1989). En este sentido podemos establecer una diferencia entre estrés agudo,
cuando el agente estresante afecta durante poco tiempo (apenas minutos o pocas horas)
y la recuperacion de este episodio también es breve, y por otro lado, hablaremos de

estrés cronico cuando el estimulo es continuado en el tiempo (Pickering et al., 1982).

Segun McCormick et al. (1998) si los episodios de estrés agudo se repitiesen en
espacios cortos de tiempo pueden tener efectos similares a los considerados en los casos

de estrés cronico, como por ejemplo el retraso en el crecimiento.

Wedemeyer (1996) considero que la respuesta al estrés en peces se podria dividir

en tres fases o niveles de actuacién (Fig. 11):

- Respuesta primaria: En la que se liberan catecolaminas, corticoides y hormonas que
producen tanto la activacion de los ejes hipotalamo-simpético-cromafin como el eje

hipotalamo-hipdfisis-interrenal.
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El tejido interrenal es equivalente, en peces, a la glandula adrenal antes mencionada,
que presentan los mamiferos. Este tejido, que se localizan en capas, cordones 0 grupos
aislados a lo largo de la vena cardinal y rifion cefalico, produce y secreta adrenalina y
también hormonas esteroideas bajo el control de dos hormonas adenohipofisiarias, la
ACTH y la hormona melanotropa, y otras tantas sustancias que actuarian como

moduladores (Wendelaar Bonga, 1997).

Respuesta secundaria: Como resultado de esta liberacion, se produciran cambios a
nivel fisiologico, metabolico y tisular, que incluyen un aumento del ritmo cardiaco,

movilizacion de los substratos energéticos y desequilibrio hidromineral.

Respuesta terciaria: Cuando el estrés es prolongado se pueden llegar a producir
ciertos efectos negativos, como retraso en el crecimiento, mayor sensibilidad a
enfermedades, disminucion de la capacidad reproductora, etc. Otros autores
consideraban ademas, dentro de esta respuesta terciaria, la pérdida de capacidad para

afrontar nuevas situaciones estresantes (Wendelaar-Bonga, 1997; Schreck, 2000).

Por altimo, cuando las consecuencias de la respuesta terciaria sobrepasan un nivel
individual y comienzan a afectar a poblaciones enteras e incluso al nivel de
ecosistemas podriamos estar hablando de un tipo de Respuesta cuaternaria aunque

determinados autores las consideran dentro de las respuestas terciarias.

Ciertos autores defienden ademas que la capacidad de respuesta al estrés, en sus
diferentes niveles, depende de multiples factores y puede variar entre distintas especies
0 incluso para cada individuo dentro de una misma especie (Pankhurst y Van Der
Kraak, 2000; Trenzado et al., 2003). No podemaos olvidar que existen mas de veinte mil
especies de teledsteos que habitan el planeta, con una amplia gama de rasgos
fisiol6gicos y comportamentales y que pueden mostrar un amplio abanico de respuestas
ante situaciones de estrés. En este sentido, en la figura 9 se muestra de forma general la
influencia de la duracién de un estimulo estresante sobre las diferentes fases de la
respuesta de estrés. La mayoria de las especies de peces cultivados son teledsteos
(Evans et al., 2005) y comparativamente solo en un pequefio nimero de ellos la
respuesta de estrés ha sido estudiada con profundidad. Por lo tanto, es aconsejable que

las generalidades a este respecto sean utilizadas con la cautela adecuada.
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Respuestas
adaptativas

Homeostasis

I/

Respuestas
maladaptativas o
distrés
Tlempo.________. _____________ e >

Respuesta Respuestas Respuestas terciarias:

primaria: secundarias: V¥ Crecimiento.
A\ Catecolaminas  Cambiosa nivel: W Respuestainmune.
A Corticoides -Metabdlico W Capacidad reproductiva
A Hormonas -Fisiologico W Capacidad de afrontar
Activacionde ejes  -Inmunoldgico nuevas situaciones de

HHI y HSC  -Tisular estrés.

Figura 11. Efecto de los distintos estimulos estresantes en relacion a su duracion y
tipo de respuestas: En naranja respuestas primaria y secundaria ante estrés agudo,
en rojo respuestas primaria, secundaria y terciaria ante un estrés prolongado o
crénico. HHI (Hipotalamo-Hipdfisis-Interrenal), HSC (Hipotalamo-Simpatico-
Cromafin).

No obstante podemos comprobar que a dia de hoy existe una extensa literatura
sobre la biologia del estrés en los peces y las distintas respuestas fisiolégicas y
comportamentales de éstos ante una amplia variedad de factores de estrés, ya sean
fisicos, quimicos o bioldgicos, muchos de ellos presentes de manera frecuente en la
practica de la produccion acuicola (Wendelaar-Bonga, 1997; lwama et al., 1997;
Barton, 2002; FSBI, 2002; Conte, 2004).

El principal objetivo en la acuicultura es la correcta adaptacion del animal a las
condiciones de cultivo. Esta adaptacion debe permitir el mantenimiento en cautividad,
el crecimiento adecuado Yy la reproduccion de la especie (Van Weerd y Komen, 1998;
Weyts et al., 1999).
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Algunos autores han planteado mas recientemente que el termino de estrés deberia
ser empleado exclusivamente para las condiciones en las que la demanda de respuesta
excede la capacidad natural de un organismo para hacer frente a situaciones
impredecibles e incontrolables (Koolhaas et al., 2011). Estos autores observaron que
ciertas respuestas fisioldgicas ante estimulos que se entenderian como gratificantes o
placenteros no se consideran estrés, pero pueden tener la misma dimension que otras
respuestas ante estimulos inesperados con efectos negativos. En este sentido, las
medidas de valoracion del bienestar animal en la acuicultura estarian generalmente
relacionadas con la respuesta terciaria al estrés y generalmente asociadas con

situaciones de estrés de tipo crdonico (Barton, 2002; Conte, 2004).

1.5.1. Cambios hormonales relacionados con el estrés

Los procesos fisioldgicos béasicos en todos los vertebrados estan regulados por
sefiales endocrinas, principalmente promovidas por las hormonas tiroideas y los

corticosteroides.

En peces teledsteos las hormonas tiroideas regulan muchas funciones importantes
tales como el crecimiento, el consumo de oxigeno, el metabolismo de nutrientes y la
metamorfosis en peces (Eales, 2006; Blanton y Specker, 2007). Las hormonas tiroideas
T3 (3,5,3-triyodotironina) y T4 (tiroxina, 3,5,3'5'-tetrayodotironina) son los productos
finales del eje hipotalamico-hipofisario-tiroideo (HPT) en el cual, la hormona liberadora
de tirotropina (TRH) hipotaldmica provoca la liberacion de hormona estimulante del
tiroides (TSH) hipofisaria, que a su vez desencadena la liberacion de hormonas tiroideas
(Bernier et al,. 2009). En condiciones normales, la glandula tiroides secreta la pro
hormona T4 que debe convertirse en la hormona biol6gicamente activa T3 mediante la
eliminacién de un atomo de yodo (Eales y Brown 1993).

El eje hipotalamico-hipofisario-interrenal (HPI) por otra parte, controla la
liberacion del cortisol procedente de las células interrenales del rifion cefalico, gracias a
la reaccion de liberacion en cadena de la hormona liberadora de corticotropina (CRH)

hipotaldmica y la hormona adrenocorticotropa (ACTH) de la hipofisis.
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Las hormonas tiroideas y el cortisol, estan implicadas en la osmorregulacién en
los teledsteos y una comunicacion bidireccional entre estos sistemas endocrinos es una
necesidad para la integracion y el funcionamiento adecuado de ambos sistemas (Geven
et al., 2009).

Varios factores bioticos y abioticos pueden afectar también a la liberacion de
hormonas tiroideas (Grau, 1988; Peter, 2011). En este sentido, se han encontrado
resultados contradictorios con respecto a los efectos del cortisol sobre los niveles de las
hormonas tiroideas. Asi, diferentes tipos de estrés o tratamiento con cortisol disminuyen
los niveles plasmaticos de T4 y/o T3 en diversas especies de peces (Pickering, et al.,
1982; Redding, et al., 1984; Vijayan, et al., 1990; Brown, et al., 1991; Coimbra and
Reis-Henriques, 2007; Arjona, et al., 2011). En cambio, el cortisol estimul6 la
conversion de T4 a T3 en el higado de la trucha de arroyo, Salvelinus fontinalis, in vitro
(Vijayan et al., 1988) y en el higado del fandulo, Fundulus heteroclitus (Orozco et al.,
1998). Segun Walpita et al. (2007) El cortisol disminuyd la capacidad hepética de
transformar la T4 en T3 pero no se vio afectada esta capacidad en otros érganos como
las branquias, el rifidn o el cerebro de tilapia.

1.5.2. Alteraciones en el equilibrio osmatico debidas al estrés

Variaciones en los niveles de iones y en la actividad de las enzimas asociadas a
procesos osmorreguladores en sangre, pueden ser también indicadoras de la salud
general de los peces (McDonald y Milligan, 1997; Vijayan, et al., 1997) y consideradas
como parte de la respuesta primaria a episodios de estrés.

Aunque en los vertebrados terrestres el estrés tiene muchos efectos perturbadores
sobre el balance hidromineral, en los animales acuéticos primarios, como los peces, el
impacto sobre la homeostasis i6nica es mucho mayor y, de hecho, éste es uno de los
aspectos mas caracteristicos del estrés en los peces, debido a la relacion tan estrecha
existente entre los fluidos internos y el medio acuatico a través de las branquias
(Wendelaar Bonga, 1997). Segun en el medio que nos encontremos podemos observar
un incremento en la osmolaridad del plasma en medios marinos o hiperténicos o
decremento en medios hipotonicos o dulceacuicolas como respuesta al estrés
(Robertson, 1988).
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Los peces de agua dulce regulan la osmolaridad de la sangre y de los tejidos
excretando el exceso de agua via renal e incorporando sales gracias al transporte activo
de Na*, K" y CI hacia la sangre mediante las células cloruro-branquiales. Este proceso
conlleva la activacion de la enzima Na“-K*-ATPasa que esta intimamente involucrada
en el equilibrio electrolitico y consecuentemente en la osmorregulacion. Pueden ser
muchos los factores estresantes que afectan al equilibrio i6nico de los peces (Bonga,
1997; Postlethwaite y Mcdonald, 1995) y la ausencia de mineralocorticoides especificos
en los peces sitda al cortisol en un papel crucial en la regulacion del equilibrio i6nico
(Mommsen et al., 1999).

1.5.3. Efecto del estrés a nivel hematologico

Segun algunos autores, a través de determinados parametros hematologicos
resulta relativamente sencillo establecer el estado fisiologico de un organismo. Se
podria decir que son buenos indicadores del bienestar y la salud de los peces e,
indirectamente, de las condiciones ambientales (Ivanc et al., 2005; Rey Vazquez, 2007;
Fazio et al., 2015).

En respuesta a problemas ecologicos y fisiologicos de los peces, situaciones de
estrés en definitiva, se producen cambios importantes en la composicion de su sangre,
como fluctuaciones en los niveles de globulos rojos, globulos blancos, hormonas,
hematocrito (Ht), concentracién de hemoglobina (Hb), y otros parametros sanguineos
(Satheeshkumar, 2010). Se ha puesto de manifiesto que la adrenalina genera
desequilibrios i6nicos también en las células sanguineas, produciendo absorcion de agua
y aumento de su tamafio con lo que su numero disminuye (Nikinmaa et al., 1981;

Nikinmaa et al., 1982) y con ello el valor del hematocrito.

Es imprescindible, por ello, conocer el estado de estos parametros en condiciones
normales y las posibles variaciones naturales en cada especie para poder determinar en
gué momento se puede considerar que una alteracion en sus niveles esta asociada con

una pérdida de bienestar o de salud en los peces (Roche et al., 2003).

Ademas de las diferencias interespecificas, es posible encontrar también

variaciones debidas, por ejemplo, a la metodologia de muestreo empleada, al tamafio de
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los peces, a las variaciones entre cepas de una misma especie, a la estacion del afio o
estado del ciclo bioldgico, la condicion fisioldgica, etc., y por tanto es dificil encontrar
pardmetros sanguineos que de manera individual sean realmente Utiles en estudios de
bienestar (Manera y Britti, 2006).

1.5.4. El metabolismo energético

Durante la respuesta primaria al estrés, la adrenalina y el cortisol hacen aumentar
el nivel de glucosa en sangre gracias principalmente a la activacion de la glucogenolisis
en el higado y aunque la adrenalina desaparece poco tiempo después, los niveles de
glucosa se mantienen elevados, previsiblemente por efecto de cortisol, que permanece
durante méas tiempo (lwama, et al., 2006). También se produce la inhibicion de la
sintesis de proteinas con un aumento de la disponibilidad de aminoacidos y una
activacion de las vias catabolicas promovidas por las enzimas aminotransferasas (Davis
et al., 1985; Van der Boon et al., 1998; Vijayan et al., 1989, Mommsen et al., 1999),
con el fin de proveer de energia suficiente al organismo para superar la situacion

estresante.

Algunos metabolitos como el lactato y la glucosa en el plasma son Utiles
indicadores metabdlicos y energéticos del estrés (Tort et al., 1994), aunque en el caso de
estrés crdnico parece no haber alteraciones en el caso del lactato (Barandica, 2010).

El contenido en el plasma de otros compuestos como colesterol (HDL y LDL),
lipoproteinas, triglicéridos y proteinas totales puede también ser indicativo de la
alteracion de diversas funciones fisioldgicas en los peces como consecuencia de
exposicion a situaciones estresantes. (Ajani, 2015; Cilecek, 2011; Mares et al., 2007;

Wagner y Congleton, 2004).

En peces cultivados sometidos a condiciones de alta densidad puede aparecer
competencia por el espacio, por el refugio o por los alimentos de manera continuada, lo
que podria suponer un mayor gasto de energia que también podria desencadenar la
activacion de algunas vias metabdlicas como la gluconeogénesis y la glucélisis (Vijayan
etal., 1990).
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1.5.5. Efecto del estrés en el crecimiento e indices biométricos

De todos los aspectos que podrian verse afectados por situaciones de estrés
cronico y por lo tanto que afectarian directamente al bienestar de los animales, quizés el
mas relevante desde un punto de vista practico, seria el crecimiento (Barton et al., 1987,
Pickering et al., 1991; Pankhurst y Van der Kraak, 1997; McCormick et al., 1998).

Con frecuencia se emplean diversos indices biométricos para conocer el estado de
salud/bienestar de los peces ya que se presupone que una desviacion en estos indices
puede indicar un desequilibrio o una adaptacion a unas condiciones externas distintas.
Ante una situacién de estrés, se producira una movilizacion de las reservas energéticas,
puede haber un cese de la correcta alimentacién y esto se vera reflejado, en poco
tiempo, en una reduccién del indice de condicion u otros indices similares que
relacionen medidas de peso y longitud. Otros indices organosomaticos muy utilizados
serian el indice hepatosomatico (IHS), el indice gonadosomatico (IGS), el rendimiento
de la carcasa u otros tantos. Una variacion en los valores normales en estos indices
indicaria una desviacion de energia y una modificacion de la actividad en determinados

organos o tejidos para combatir una situacion de estrés.

1.5.6. Alteraciones del estado oxidativo debidas al estrés

Como ya se ha mencionado, las respuestas secundarias a situaciones de estrés
suponen, entre otras, una notable alteracion metabdlica general. El oxigeno,
imprescindible para llevar a cabo gran parte de las reacciones metabdlicas en
organismos aerobios, termina siendo transformado en una serie de moléculas conocidas
como especies reactivas del oxigeno (ROS), capaces de ocasionar dafios a nivel
molecular y celular. Los organismos aerobios han conseguido mitigar estos posibles
dafios gracias a mecanismos de defensa representados por pequefias moléculas
antioxidantes y un amplio repertorio de enzimas antioxidantes como pueden ser la
superdéxido dismutasa (SOD), que acelera la transformacién del oxigeno reactivo (O;)
en agua oxigenada (H20,), o la catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPX), que se
encargan de convierte esta H,O, en H,O. Ademas del oxigeno reactivo procedente de
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metabolismo aerobio existen otras especies quimicamente independientes (moléculas o
atomos) denominadas radicales libres, caracterizadas por poseer uno 0 mas electrones
desapareados en su altimo orbital (Halliwell et al., 1989) y por tener un efecto muy

similar al que causan los ROS.

Cuando el mecanismo defensivo del organismo se ve superado por el efecto de las
especies reactivas del oxigeno procedentes del metabolismo aerobio y del resto de
radicales libres se produce lo que conocemos como dafio o estrés oxidativo (Sies, 1986)
(Fig. 12).

Las células dafiadas pueden detener su crecimiento, pueden morir por apoptosis
sin efecto para las células y tejidos circundantes o pueden llegar a ocasionar necrosis a
niveles muy altos de estrés oxidativo, con pérdida de la integridad de las membranas
acompariada de una respuesta inmunitaria infamatoria que también puede dafiar las

células y tejidos adyacentes (Davies, 2000).

Radicales Defensas

Libres: antioxidantes
Metabolismo Sistemas

aerobio, reparadores.

Agentes
externos.
[

Estrés oxidativo

f_,v_‘i.

Figura 12. Representacion esquematica del balance entre la generacion de radicales
libres y los sistemas de defensa y reparacién antioxidantes.
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Las situaciones de estres, ademas de incrementar la produccion de especies
reactivas del oxigeno, como ya se ha comentado, disminuyen la capacidad reparadora lo

que se sumaria a los efectos negativos sobre el bienestar de los animales.

1.5.7. Sistema inmune en pecesy estrés

El sistema inmune en los animales tiene por objetivo primordial mantener al
margen a otros organismos que pueden llegar a ser patdgenos. Estos sistemas son mas
complejos cuanto mayor es el grado evolutivo. Asi los invertebrados poseen Unicamente
un Sistema Inmune Innato, representado por componentes celulares con capacidad
fagocitica, y otros componentes humorales (Janeway, et al., 2005). En cambio los
vertebrados tienen ademas un nivel mayor de complejidad denominado Sistema Inmune
Adquirido y Adaptativo, representado principalmente por los linfocitos T, linfocitos B y
los anticuerpos que tienen la capacidad de reconocer de forma especifica un antigeno y

de recordar la exposicion a este antigeno en posteriores exposiciones .

Los peces presentan una respuesta inmune tanto innata como adquirida muy
similar a la que encontramos en mamiferos, aunque su condicion de animales
poiquilotermos hace que su respuesta adaptativa sea mucho mas lenta, y por lo tanto,

que su respuesta innata inespecifica deba estar bien desarrollada (Ellis, 1988).

En la acuicultura, las patologias son uno de los factores limitantes mas
importantes y se cree que la inmunidad innata de los peces juega un papel primordial en
la resistencia a las enfermedades. Varios parametros de la respuesta inmunitaria innata,
como la actividad de "explosion respiratoria” (burst activity), la actividad hemolitica, la
actividad lisozima, la activacion del sistema de complemento o la concentracion de
inmunoglobulina M (IgM) total, estan asociados con la resistencia a enfermedades (Ellis
1999, 2001).

De nuevo observamos que el estrés en peces puede causar una gran diversidad de

respuestas, también en cuanto al efecto sobre su sistema inmune se refiere.

Otro aspecto importante a remarcar en cuanto a la relacion del estrés con las
respuestas a nivel neuroendocrino e inmunol6gico es que existen moléculas como

citogquinas y los neuropéptidos que participan como mensajeros en ambos sistema con
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las interacciones que esto conlleva. Otro elemento importante a considerar es que el
rifion cefalico desempefia un papel fundamental en la organizacion de la respuesta al

estrés también en ambos sistemas.

Se pueden encontrar ejemplos de efectos supresores del sistema inmune ante
situaciones de estrés (Costas et al., 2011), pero también encontramos efectos de
activacion de este sistema inmune innato bajo estrés agudo (Demers y Bayne, 1997,
Marlowe et al., 2009) y ello dependerd4 de multiples factores como la duracion del
estimulo, la intensidad del mismo, la situacion previa respecto del estado sanitario, etc.
Eslamloo et al. (2014), por ejemplo, encontraron una activacion del sistema inmune
innato durante los primeros momentos tras estrés agudo pero una deplecion general del
sistema inmune innato trascurridos varios dias bajo la situacion de estrés agudo
repetitivo. Ante situaciones de estrés cronico se ha demostrado una disminucion
generalizada de la respuesta inmune (Einarsdottir et al., 2000) con una consecuente

reduccion de la resistencia a enfermedades (Pickering, 1992; Balsamo, 1997).

Algunos autores han llegado a mostrar resultados con activacion o supresion del
sistema inmune como respuesta a un mismo agente estresante (Dhabhar, 2002, 2008)

dependiente de otros condicionantes.

Seguln Tort, (2011) podemos encontrar algunos rasgos que son caracteristicos de
la respuesta al estrés, y que incluyen, por ejemplo, reduccion en tamafio del timo, el
bazo u otras estructuras linfaticas, variacion en el namero y la distribucion de glébulos

blancos en el cuerpo, o la aparicidn de sangrado o Ulceras en el sistema digestivo.

Por ultimo, hay autores que consideran que las situaciones de estrés en los peces
alteran gran numero de parametros inmunes dificiles de identificar debido a la falta de
conocimiento sobre los mecanismos involucrados, si comparamos con lo que se conoce

en vertebrados superiores (Barandica, 2010).

1.5.8. El efecto del estrés sobre la capacidad reproductiva de los
peces

Los sistemas nervioso y endocrino integrados en el eje hipotaldmico-hipofisario-

gonadal coordinan el proceso reproductivo en los peces. Las sefiales que recibe el
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cerebro son procesadas para provocar la liberacion de la Hormona Liberadora de
Gonadotropinas (GnRH) por parte del hipotdlamo. Esta GnRH llega a la hipo6fisis (o
glandula pituitaria) donde activa la liberacion de Gonadotropinas, la GtH-1 y la GtH-II,
estructuralmente similares a la hormona estimulante del foliculo (FSH) y a la hormona
luteinizante (LH) de mamiferos, respectivamente (Quérat, 1994). Estas hormonas
gonadotropas llegan a través del torrente sanguineo a las génadas y en las células de la
teca actuan regulando la produccion de los esteroides Testosterona y 17R-Estradiol en
los testiculos y ovarios respectivamente. Las células de la teca sintetizan testosterona
que, en respuesta a la estimulacion por las gonadotropinas, es aromatizada a estradiol en
las células de la capa granulosa (Adachi et al., 1990). En el caso de las hembras, el 17R-
Estradiol llega al higado para activar la secrecion de vitelogenina, fundamental en el

proceso de vitelogénesis (Nagahama, 1994).

Hemos visto como el estrés afecta al estado fisiologico general de los peces y que
también juega un papel clave en su capacidad reproductiva (Haddy y Pankhurst, 1999;
Schreck, 1981, 2010). La mayoria de los estudios relacionados con la endocrinologia
reproductiva se centran en los componentes endocrinos clasicos como son la Hormona
liberadora de gonadotropina (GnRH), las gonadotropinas o los esteroides sexuales
gonadales. Sin embargo, cada vez es méas evidente la importancia de las moléculas
implicadas en la respuesta al estrés sobre la reproduccion y viceversa. Aunque los
informes sobre los efectos inhibitorios y estimulantes de los corticosteroides y el estrés
sobre la reproduccion son a veces controvertidos (Milla et al., 2009).

Los niveles plasmaticos de corticosteroides varian mucho a lo largo del ciclo
reproductivo de los peces. En concreto, algunas especies de peces muestran aumento
considerable en los niveles plasmaticos de cortisol durante el periodo previo al desove o
durante el desove (Wingfield, 1977; Noaksson et al., 2005). Ademas se han podido
observar niveles mayores en peces maduros que en inmaduros lo que haria pensar que el
cortisol juega un importante papel en la maduracién gonadal (Milla et al., 2009),
proceso que ademds se ve acompafiado por otros cambios metabdlicos, también
promovidos por el cortisol, como el catabolismo de los amino&cidos en el higado y la
gluconeogénesis con la finalidad de conseguir el sustrato energético necesario para
hacer frente al estrés de la migracion, de la defensa de los nidos o de otros

comportamientos reproductivos.
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Otros autores han comprobado como durante la maduracion sexual en machos, el
estrés puede suponer una alteracion en los niveles de los andrdgenos testosterona y 11-
ketotestosterona. Se observo que tratamientos con cortisol sobre peces no estresados
producen un efecto similar (Foo y Lam, 1993), lo que vendria a corroborar la
implicacion del eje HHI en este mecanismo de control. En el caso de las hembras ocurre
de forma similar, y el cortisol provoca una reduccion de los esteroides circulantes,
estradiol y testosterona y también de la vitelogenina (Gerriero y Ciacia, 2006). Pottinger
et al. (1991) comprobaron que la administracion de cortisol a peces maduros suponia
una reduccion de los niveles de Estradiol (E2) y de Vitelogenina, en cambio, en peces
inmaduros solo causaba la reduccion de vitelogenina y no de E2. Sugerian que el
cortisol afectaria a la union del receptor especifico de E2 en el citoplasma de células

hepaticas, inhibiendo la sintesis en estas de la Vitelogenina.

Flores Quintana (2002) proponia que el estrés puede ejercer un efecto inhibitorio
sobre la liberacion de GnRH que puede estar condicionado por el aumento de la
Hormona Liberadora de Corticotropinas (CRH), La Hormona Adrenocorticotropa
(ACTH), vasopresina y determinados opioides. La disminucion de GnRH y de todas las
funciones del eje gonadotropico durante el estrés crénico genera importantes respuestas
adaptativas que favorecen las funciones de mantenimiento de la homeostasis en
detrimento de las funciones reproductivas. Los glucocorticoides elevados pueden
modificar la sensibilidad a FSH y LH por parte de sus respectivos 6rganos blancos y
suprimir los procesos enddcrinos que actian sobre la maduracion sexual, disminuyendo
los niveles de testosterona (Pickering, et al., 1987; Kubokawa et al., 1999), el tamafio
de gonadas y por lo tanto, afectando al indice gonadosomatico (Pickering, 1989).
Ademas se registra una reduccion de los receptores para estrogenos en el higado, lo que
afecta indirectamente la sintesis de vitelogenina (Pottinger y Pickering, 1990).

Algunos autores concluyen que es dificil separar los efectos del cortisol en la
regulacién del proceso reproductivo de los que son propios de respuesta a situaciones
estresantes de otra indole (Small et al., 2008). Como se puede ver en el siguiente
esquema (Fig. 13) existe una importante interconexion entre los sistemas de control de

los ejes Hipotalamico-hipofisario-interrenal e Hipotaldmico-hipofisario-gonadal.
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Figura 13. Interrelacion de los sistemas nervioso y endocrino frente al estrés y la
capacidad reproductora de los peces.

1.6. NUTRICION Y ESTADO DE BIENESTAR DE LOS PECES

Los peces en cultivo se enfrentan en ocasiones al desafio de una alimentacion
inapropiada, en ocasiones porque los requisitos nutricionales precisos para una especie
concreta no se han determinado adecuadamente, porque estos requisitos son
excesivamente costosos o dificiles de adquirir o por causa de la degradacion de los

nutrientes que se produce durante el procesado y almacenamiento del alimento (Harper
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et al., 2009). Para la mayoria de especies en cultivo se conocen los requerimientos
basicos a la hora de formular sus dietas especificas, pero los datos sobre bio-
disponibilidad de los nutrientes no estan tan claros en todos los casos y se limitan a unas

pocas especies (Oliva-Teles, 2012).

La dieta y el estado nutricional se consideran de los factores mas importantes
para los cultivos acuicolas, tanto por los costes directos que supone para la produccion

como por su repercusion sobre estado fisioldgico de los animales.

Aspectos como el aporte insuficiente de algunos nutrientes, un desequilibrio de
estos en la dieta, una estrategia alimentaria inadecuada, o alimentos mal conservados
pueden provocar directamente periodos de anorexia o pueden llegar a tener un gran
impacto sobre la funcion digestiva. Igualmente, situaciones de estrés ambiental pueden
provocar el cese de la alimentacion y la movilizacion de sustratos energéticos para

suplir las necesidades del organismo para recuperar el equilibrio homeostatico.

La digestion y la utilizacion metabdlica de los nutrientes en diferentes alimentos o
las interacciones entre estos nutrientes pueden ser distintos entre especies y estan
relacionadas con los propios héabitos alimenticios naturales de éstas. Por ejemplo, los
peces carnivoros y herbivoros difieren en su capacidad para usar carbohidratos

complejos o piensos vegetales (Oliva-Teles, 2012).

El estado nutricional puede influir directamente sobre el estado energético y
ademas puede condicionar la resistencia al estrés y a enfermedades (Barandica, 2010).
En muchos casos las enfermedades en peces estdn promovidas por una situacion de
estrés acompafiada de una deficiente alimentacion (Lall, 2000). Por ejemplo, ante una
situacion de inanicion se puede hacer evidente histolégicamente un descenso en las
reservas de glucogeno hepatico, no solo como resultado del aumento del gasto
energético en relacion con la ingesta, sino también debido al estrés provocado por esta
situacion, que induce la glucogenolisis mediada por corticosteroides (Barton y Schreck,
1987; Vijayan et al., 1997).

Es también necesario comprender mejor los mecanismos mediante los cuales la
nutricion influye en el sistema inmune para apreciar las numerosas interacciones
complejas entre la dieta y la susceptibilidad a las enfermedades infecciosas. Las dietas,

entre otros factores, tienen efectos relevantes sobre la tolerancia al estrés y la salud vy,
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por lo tanto, para un crecimiento adecuado y resistencia al estrés y a enfermedades, los
peces deben alimentarse con cantidades adecuadas y con dietas que cumplan con todos
sus requerimientos nutricionales (Trichet, 2010).

A los efectos directos provocados por un mal estado nutricional hay que sumar los
propios efectos negativos del estrés sobre el sistema inmune. El cortisol puede interferir
en los centros neurales de la saciedad haciendo que disminuya la absorcién de nutrientes
por el intestino. Ademas se reduce el nimero de receptores celulares para la hormona
del crecimiento (Mommsen et al., 1999)

La consecuencia final es un deterioro de la salud y bienestar de los animales en
cultivo (Fig. 14).

Deficiencias
en el aporte de nutrientes:
cantidad, formulacién inadecuada, bio-
disponibilidad, estrategias alimentarias,
toxinas alimentarias.
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sustratos energeéticos.
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enfermedades

Figura 14. Influencia de la nutricion y del estrés sobre la salud de los peces
cultivados (Modificado de Lall, 2000).
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Una de las estrategias actualmente empleadas con mayor potencial para aumentar
la resistencia a enfermedades es el enriquecimiento de las dietas con productos inmuno-
estimulantes o inmuno moduladores, tales como los probidticos, prebidticos, levaduras

de diversos hongos, etc. (Barandica, 2008).

Como se puede apreciar la evaluacion del bienestar de los peces requiere un
enfoque multidisciplinario ademas del estudio de su comportamiento con respecto a las
condiciones estresantes y tomando en cuenta los diferentes procesos bioquimicos y
fisiologicos involucrados (Poli et al., 2005). Méas aun cuando se trata de animales

mantenidos en cautividad con la finalidad principal de la alimentacién humana.

Es necesario resaltar que el bienestar de estos animales tiene una repercusion
directa tanto a nivel economico como de calidad de los productos que llegan a los
mercados, sin olvidar los condicionantes éticos y morales que deben regir en todo

momento respecto al trato humanitario con el que se deben mantener a los animales.
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El cultivo de la tenca en modo de acuicultura intensiva ain no esta
suficientemente definido y quedarian varios problemas por resolver. Es una especie con
una notable falta de domesticacion, por lo que su mantenimiento en condiciones de
confinamiento y a densidades no adecuadas puede generar un estrés elevado que
repercuta sobre su bienestar y, por ende, sobre la productividad del cultivo. Ademas, no
existen piensos especificamente formulados para su alimentacion en cultivo intensivo.
La valoracion de estos piensos podria explicar la aparicién de ciertos problemas

relacionados principalmente con deformidades y poco crecimiento en el cultivo.

La importancia de esta especie para algunas zonas rurales como parte de su
economia productiva, su atractivo como especie objetivo para pescadores deportivos y
su calidad como producto de consumo hacen necesarios estudios para la optimizacion

de su cultivo a nivel industrial.

Por otro lado, la creciente conciencia social sobre el trato humanitario hacia los
animales en produccion con fines de consumo humano, hace plantear que los avances en
la tecnologia y los procedimientos deban ir en paralelo y acorde a los conocimientos

cientificos sobre el bienestar animal.

Por todo ello, en esta Tesis Doctoral se ha planteado como objetivo principal un
estudio exhaustivo sobre el bienestar de la tenca sometida a diversas variables que, de
forma general, puede afectar a su produccion intensiva en acuicultura y encontrar asi,

las condiciones Optimas para su cultivo.

Para conseguir este objetivo se han establecido tres bloques u objetivos parciales
que abarcarian amplios &mbitos en la industrializacidn de esta especie. Los tres blogques

de estudio serian:

- Objetivo 1: Efecto de distintos sistemas de cultivo sobre diversas variables

indicadoras de bienestar en la tenca.

- Objetivo 2: Efecto de la densidad de cultivo sobre diversas variables indicadoras de

bienestar en la tenca.

- Objetivo 3: Estudio nutricional de dos piensos comerciales suministrados a la tenca y

su efecto sobre diversas variables indicadoras de bienestar.
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Para el desarrollo de estos tres objetivos se analizaran principalmente los
siguientes grupos de variables: crecimiento e indices biométricos, parametros
hematoldgicos, metabolitos plasméticos, enzimas relacionadas con el metabolismo
intermediario, parametros representativos del estado oxidativo y parametros
relacionados con el sistema inmune inespecifico. Ademéas se realizaran analisis

histoldgicos en intestino e higado.

Por Gltimo, en el analisis de los efectos de dos piensos comerciales sobre el
bienestar de la tenca, ademas de evaluar aspectos relacionados con su utilizacion

nutritiva, se realizara el Test de Tolerancia a la Glucosa (TTG).
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3.1. LOS PECES

La especie elegida para la realizacion de este trabajo fue la tenca, por ser una
especie de gran interés en la Comunidad Autonoma de Extremadura y por ser ademas el
principal objeto de cultivo en el Centro de Acuicultura Vegas del Guadiana de

Villafranco del Guadiana (Badajoz) donde se realizaron los ensayos.

Todos los procedimientos se llevaron a cabo siguiendo las directrices de la
Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo sobre la proteccion de los
animales utilizados con fines cientificos, con la aprobacién del Comité de Bioética de la
Universidad de Granada (Espafia). Los procedimientos se realizaron en el Centro de
Acuicultura de Vegas del Guadiana de la Junta de Extremadura, con Codigo REGA
ES060150001651, ubicado en la localidad de Villafranca del Guadiana, en la provincia
de Badajoz, (Espafia). La realizacion del proyecto fuera de un Centro Usuario de
Animales de Experimentacion se justificd por el objetivo principalmente zootécnico del

mismo.

3.1.1. Peces empleados para el ensayo de evaluacion del bienestar
de la tenca en distintos sistemas de cultivo

Se utilizaron peces nacidos en 2012, de aproximadamente ocho meses de edad,
con peso corporal inicial de 7,19 £ 0,34 g, una longitud total inicial (LT) de 79,85 +
1,06 mm y un factor de condicion (K) de 1,31 + 0,02 g / mm®. Estos peces procedian de
reproduccion controlada para garantizar una cohorte de edad homogénea y habian sido
mantenidos en un estanque de 1.500 m? durante los seis meses previos al inicio de los
experimentos. Fueron capturados y clasificados para eliminar los tamafios extremos y se
seleccionaron unicamente los peces del tamafio intermedio. Una vez realizada esta
clasificacion se tom6 una muestra representativa de 100 individuos (n = 100) para
obtener los datos iniciales de peso y longitud y el correspondiente indice de condicion
inicial (K). Durante este muestreo se observd ademas que no hubiera signos evidentes

de enfermedad, de desnutricion o cualquier aspecto que hubiera desaconsejado su uso.
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3.1.2. Peces empleados para la evaluacion del bienestar de la
tenca en distintas densidades de cultivo intensivo

En este caso los peces procedian del mismo stock inicial que los peces descritos

en el apartado anterior y pasaron por el mismo tratamiento de clasificacion y analisis.

3.1.3. Peces utilizados para la evaluacion del bienestar de la tenca
en el ensayo de alimentacion con distintas dietas

En este caso los peces habian permanecido desde su nacimiento y destete en
2013 hasta el comienzo del experimento, en febrero de 2014, en un estanque de
alevinaje de 1.500 m?, alimentandose principalmente de piensos de arranque y alimento
natural (crustaceos de los géneros Cladocera, Copepoda y Ostracoda e insectos de los
géneros Diptera, Ephemeroptera, Odonata, Coleoptera y Hemiptera). De igual modo
que se procediera en los ensayos anteriormente descritos, los peces fueron clasificados
para seleccionar los tamafios intermedios. Al inicio del experimento mostraban un peso
medio de 5,98 + 0,18 g, una longitud total media de 79,26 + 0,61 mm y un indice de
condicién (K) =1,17 0,01 g/ mm® (n = 100).

3.1.4. Peces utilizados para la realizacion del Test de Tolerancia a
la Glucosa (TTG)

Se emplearon un total de 72 tencas de 1,5 afios de edad que se habian mantenido
en estanques de pre-engorde en el Centro de Acuicultura de Vegas del Guadiana. De las
72 se pesaron 36, obteniendo un peso medio de 20,77 + 1,34 g. Como modelo de
referencia, se utilizaron 72 truchas comunes (Salmo trutta) procedentes del Centro de
Salmonidos de Jerte (Céceres). Igualmente se pesaron 36 individuos obteniendose 60,0
+ 0,9 g de peso medio. Se tomo la trucha comin como modelo, ya que existe una amplia
bibliografia sobre esta especie y esta contrastada su respuesta ante este tipo de test
(Blasco et al., 1996).
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3.2. CONDICIONES EXPERIMENTALES

3.2.1. Evaluacion del bienestar de la tenca en distintos sistemas
de cultivo

Este ensayo se desarroll6 durante 15 semanas (desde mediados de abril hasta
mediados de julio de 2013).
Se establecieron tres grupos experimentales de peces (ensayados por triplicado)

en diferentes condiciones de cultivo que a continuacion se describen:

e Cultivo extensivo (E): un total de 840 tencas se mantuvieron en tres estanques
(tres replicas con 280 peces cada réplica) de 30 m® (10 x 3 x 1 m) y una densidad
inicial de carga de 0,07 kg / m*. El fondo de los estanques tenia vegetacion

natural simulando las condiciones de una charca o laguna natural (Fig. 15).

El régimen de alimentacion fue natural y consistio principalmente en

invertebrados acuaticos, mayoritariamente crustaceos (Cladocera, Copepoda y
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Ostracoda) e insectos (Diptera, Ephemeroptera, Odonata, Coleoptera y
Hemiptera). El fotoperiodo y la temperatura (20,5 £ 3,4 °C) también fueron
naturales. Se mantenia un flujo agua constante de 5 L / min para controlar las
variables de calidad dentro de los margenes adecuados para esta especie.

Los estanques estaban cubiertos por una malla para evitar la depredacion y por

una lona de sombreado parcial para evitar el exceso de insolacion.

e Cultivo semi-intensivo (S-1): en este caso las tencas se mantuvieron en tres

estanques de 36 m* (6 x 6 x 1 m) en el interior de un invernadero (Fig. 16).

| \

Figura 16. Estanque de cultivo semi-intensivo.

Se emplearon un total de 2.100 tencas por cada estanque (6.300 peces en toda la
situacion experimental), lo que suponia una densidad inicial de 0,42 kg / m®. La
alimentacion fue diaria y constante, con una aportacion del 2,5% de la biomasa
total, y se baso en pienso comercial de ciprinidos (42% de proteina y 8% de
lipidos). En este caso también hubo alimento natural disponible compuesto
principalmente por insectos (Géneros Diptera, Ephemeroptera y Odonata) que
no se pudo cuantificar.

El fotoperiodo fue natural y la temperatura se controlé parcialmente (19,3 + 2,4

°C) gracias a la estructura del invernadero con sistemas de ventilacion (cenital y
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lateral), calefaccion y sombreado movil (malla aluminizada de 35% de
reduccion de transmision de radiacion) gestionada por un controlador climatico.
El agua se mantuvo bajo recirculacién con una tasa de renovacion diaria del
10%.

Cultivo intensivo (I): las tencas se mantuvieron en tres tanques circulares de
poliéster (1740 tencas en cada uno) de 5 m® (radio = 1,3 y altura = 1 m) ubicados
en una nave industrial climatizada y con sistema de recirculacion de agua (Fig.
17).

Figura 17. Instalacién de sistema intensivo con sistema de recirculacion.

La densidad inicial fue de 2,5 kg / m*® coincidiendo con la densidad expresada
por otros autores en ensayos similares con peces de este tamafio inicial
(Pantazis, 2012). La alimentacion fue también diaria y constante, con una tasa
del 2,5% de biomasa total. Esta alimentacion se basd exclusivamente en el
mismo pienso comercial de ciprinidos detallado en el apartado anterior (42% de
proteina y 8% de lipidos).

La temperatura (22,4 £ 1,4 °C) se mantuvo constante mediante una caldera y un

sistema automatico de intercambiadores de calor. El fotoperiodo (14:10y 41 +
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6,5 lux) se mantuvo constante con un controlador de encendido y apagado

automatico. El agua se mantuvo con una calidad suficiente gracias a un sistema

de recirculacion con una tasa de renovacion diaria del 10%.

Los distintos estanques y tanques se controlaron diariamente para observar posibles

bajas o imprevistos y las propiedades fisicoquimicas del agua se controlaron dos veces

por semana durante todo el periodo experimental (Tabla II).

Tabla 11. Propiedades fisico-quimicas del agua en los diferentes grupos experimentales.

T2 0, Sal. oH TAN Amonio  Nitritos Nitratos Fosfatos

(°C) (mgl) (mgl) (mgl) (ma/l) (mg/l) (mg/l) (mg/)
E | 20544338 | 10.75+2,70 | 555.87+26.71 | 8.42+0.29 | 0.27+0.16 | 0.03+0.02 | 0.36+0.17 | 46.92+7.48 | 1.29+0.84
S-1| 19.33+245 | 839+1,02 | 671.25457.03 | 8.65+1.00 | 0.26+0.11 | 0.05+0.02 | 0.17+0.09 | 73.46+1558 | 1.90+0.85
| | 22.39+1.39 | 5.24+131 | 690.88+54.31 | 8.25+0.25 | 0.97+0.74 | 0.07+0.05 | 1.43+0.57 | 126.40+30.31 | 2.40+0.66
Los valores son media+ SEM (n=30), T? (Temperatura), O, (Oxigeno disuelto), Sal.

(Salinidad), TAN (Nitrogeno amoénical total). E (Extensivo), S-1 (Semi-intensivo) e |
(Intensivo).

3.2.2. Efecto de la densidad de cultivo sobre el bienestar de la
tenca

En este caso las tencas se mantuvieron en nueve tanques circulares de poliéster de 5
m? (radio = 1,3 y altura = 1 m) como los definidos para el ensayo anterior para el grupo
experimental intensivo (Fig. 17). La ubicacion de estos tanques también fue en la nave
industrial climatizada con recirculacion de agua y tasa de renovacion del 10%. Se
mantuvo un fotoperiodo constante (14:10) y una intensidad luminica de 41 + 6,5 lux
gracias a un controlador automatico de encendido y apagado. La temperatura también se
mantuvo constante (22,4 + 1,4 °C) mediante una caldera y un sistema automatico de
intercambiadores de calor.

Se establecieron 3 grupos experimentales (ensayo por triplicado) que se

diferenciaron Gnicamente en la densidad de cultivo y que se describen a continuacion.
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La

Alta densidad (AD): las tencas se mantuvieron en tres tanques a una densidad
inicial de 5 kg / m*® (25 kg en cada depésito de 5 m®). Se estimé una cantidad
total de 3.475 peces en cada deposito. La alimentacion se basd exclusivamente
en pienso artificial de ciprinidos (42% de proteina y 8% de lipidos) a un
porcentaje del 2,5% diario. Como en el ensayo anterior, cada mes se tomaba una
muestra para pasar y medir los peces y poder corregir las dosis y posibles

establecer modificaciones que fueran necesarias.

Control de densidad (CD): en este caso la densidad inicial fue de la mitad que
la anterior, 2,5 kg / m%, lo que supuso un total de 12,5 kg por depdsito y 1.740
tencas en cada uno. El resto de condiciones experimentales fueron similares a las

descritas para el grupo anterior.

Baja densidad (BD): la densidad inicial en este grupo fue de 1,6 kg / m®, es
decir 8 kg en cada deposito y aproximadamente 1.110 tencas en cada uno. Las
restantes condiciones de cultivo fueron similares a las de los grupos

anteriormente descritos.

calidad del agua durante el experimento se mantuvo dentro de los rangos

adecuados para esta especie como se puede comprobar en la siguiente tabla (Tabla Il1).

Las muestras de agua para su analisis se tomaron dos veces por semana.

Tabla I11. Propiedades fisico-quimicas del agua en los diferentes grupos experimentales
en distintas densidad de cultivo.

T2 0, H Sal. TAN NH, Nitrito Nitrato Fosfato
(°C) (mg/l) P (mg/l) (mg/t) (mg/t) (mgfl) (mg/l) (mg/)

AD

22.39+0.16 | 4.89+0.17 | 8.81+0.67 | 694.83+3.99 | 0.88+0.06 | 0.06+0.01 | 1.42+0.07 | 124.69+4.23 | 2.38+0.07

CD

22.41+0.16 | 5.31+0.17 | 8.90+0.73 | 691.82+4.22 | 0.82+0.06 | 0.06+0.01 | 1.39£0.07 | 121.71+4.25 | 2.46+0.08

BD

22.44+0.16 | 5.56+0.16 | 8.94+0.77 | 694.68+4.01 | 0.80+0.06 | 0.06+0.00 | 1.41+0.07 | 118.93+4.22 | 2.42+0.08

Los valores son media+ SEM (n = 30), T? (Temperatura), O, (Oxigeno disuelto), Sal.
(Salinidad), TAN (Nitrégeno amonical total). AD (Alta densidad), CD (Control de
densidad) y BD (Baja densidad).
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3.2.3. Efecto de la dieta sobre el bienestar de la tenca en cultivo
intensivo

Para este ensayo, las condiciones experimentales fueron similares en su inicio a las
expresadas para el grupo del anterior ensayo al que se denomind Control de Densidad, y
que presentaba una densidad inicial de 2,5 kg / m®, lo que suponia un total de 12,5 kg
por deposito. En este caso los peces iniciales (IN) fueron de menor tamafio que en el
ensayo anterior, con lo que su nimero total por deposito fue de aproximadamente 2.007
peces. De estos peces iniciales se tomaron muestras para poder calcular posteriormente
algunas de las variables analizadas en este ensayo.

Se establecieron dos grupos experimentales por triplicado (3 lotes) que ocuparon 6
depdsitos como los descritos de la figura 17. El ensayo se llevo a cabo desde el 20 de

febrero hasta el 20 de junio de 2014 (16 semanas).

e EIl grupo experimental A se compuso de tres lotes que fueron alimentados con
pienso de Dorada (Inicio Plus 868), con mayor contenido energético, alto
contenido en proteina y lipidos y menor proporcién de carbohidratos, concebido
para alimentacion de una especie carnivora. La base principal de esta dieta fue
harina de trigo, gluten de trigo, harina de kril, harina de pescado, aceite de
pescado, proteinas de pescado hidrolizadas, vitaminas, minerales, probioticos y

extracto de levaduras.

e EIl grupo experimental B estaba compuesto por tres lotes alimentados con
pienso de Tilapia (50 % de Efico Alpha 845 y 50% de Efico Alpha 830), con las
cualidades adecuadas para alimentacion de una especie herbivora. La base
principal de estos piensos fue harina de soja, harina de girasol, gluten de maiz,
salvado de trigo, harina de colza, harina de pescado, harina de krill, aceite

vegetal, aceite de pescado, vitaminas y minerales.
Ambos piensos eran procedentes de la casa comercial BioMar Iberia, S.A. Los datos

de composicion de estas dietas segun la informacion aportada por el fabricante se

muestra en la tabla IV.
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Tabla IVV. Composicion proximal (en %) de dietas experimentales segun fabricantes.

INICIO PLUS  EFICO ALPHA  EFICO ALPHA

868 n°1,9 845F N° 1,9 830F N° 3

Humedad 5 5 5
Proteina 51 38 30
Materia Grasa 17 6 8
Fibra bruta 1,5 5,9 6,9
Ceniza bruta 7,8 51 6,4
Fosforo 1,1 1,07 0,95
Calcio 1,9 0,96 1,01
Sodio 0,6 0,14 0,12
Energia (MJ/kg s/sf) 21,8642 12,3528 11,4268

El alimento se suministraba de forma continua mediante comederos de reloj de 12
horas de duracion y comenzaba a las 12:00 h durante 6 dias a la semana.

Las condiciones de calidad del agua se controlaron también dos veces por semana y
los valores se mantuvieron dentro de los rangos adecuados para la especie, obteniendo

datos similares a los expresados para el ensayo anterior.

3.2.4. Condiciones experimentales para la realizacion del Test de
Tolerancia a la Glucosa

Se separaron en 12 tanques de poliéster por cada especie, lotes de 6 peces (n = 6)
en cada uno, estableciendo para cada una de las especies un grupo control en 6 de los
tanques y un grupo experimental en los otros 6. Estos tanques estaban localizados en el
interior de la nave industrial climatizada descrita con anterioridad. Las condiciones de
temperatura fueron de 18 + 0,5 °C y fotoperiodo natural simulado (10:14; invierno)
mediante un programador automatico. Los peces se mantuvieron en estas condiciones
una semana previa a la realizaciéon del TTG como periodo de adaptacion.

Se establecieron, segun pruebas realizadas con anterioridad y de acuerdo con la
bibliografia consultada, 2 ensayos (realizados en 2 dias diferentes) con distintas dosis de
glucosa (200 mg/kg y 1.000 mg/kg de pez) aplicadas mediante inyeccion
intraperitoneal. Para ellos, los peces eran anestesiados mediante bafios con dilucion de

aceite de clavo a una dosis de 33 ppm antes de cualquier manejo. Para cada una de las
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especies se establecié un grupo control (36 peces) al que se les inyectd suero fisioldgico
(NaCl al 0,9 %), exceptuando a 6 peces que conformarian el lote inicial de Tiempo 0
(To = 0). Al grupo experimental (36 peces de cada especie) se les inyectd la dosis
correspondiente de glucosa, exceptuando igualmente, al grupo de peces que

conformarian el lote inicial de To = 0.

3.3. TOMA DE MUESTRAS

Se capturaron una vez al mes 100 peces de cada lote, es decir, 300 tencas por
situacion experimental, para determinar parametros biométricos como el peso corporal y
la longitud total (LT). Con estos datos se calculé también el factor de condicién (K)
para comprobar el correcto desarrollo del experimento, la ausencia de patologias y para
ajustar las dosis de alimentacidn en caso necesario.

Al final del proceso experimental se sacaron todos los peces de sus correspondientes
lotes y se pesaron para obtener asi los datos de peso final de los lotes y densidad final.
Este proceso de pesado se realizd con una balanza de gran capacidad marca Metter
Toledo IND231 de 1 a 150 kg = 50 g (Fig. 18).

Figura 18. Pesado total de los lotes mediante balanza de gran capacidad.
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Ademas de cada lote se tomaron nuevamente muestras de 100 peces de acuerdo con
el protocolo descrito anteriormente. El resto de los peces de cada lote fue reutilizado en
la propia instalacion para los fines propuestos por los gestores del Centro (repoblacion,
engorde etc.)

Las medidas individuales se realizaban empleando una balanza Metter Toledo

modelo Monobloc con 0,1 g de precision (Fig. 19).

N
|

Figura 19. Balanza de precisién 0,1g para medidas individuales.

Este proceso se realizO bajo sedacion de los peces mediante bafios con una
disolucion de aceite de clavo en una dosis de 33 ppm (Hamackova et al. 2004). Los
peces posteriormente eran devueltos a su lote respectivo una vez recuperados de la
sedacion.

De estos 100 animales previamente seleccionados de cada lote, se sacrificaron 12
(36 por condicién experimental) mediante sobredosis del mismo anestésico y
exsanguinacion, extrayendo la sangre mediante puncion con jeringuillas heparinizadas
en la vena caudal. La sangre extraida de estos 12 peces se agrupd en tubos
heparinizados formando 4 pules por cada estanque o depdsito (n = 12 por situacion

experimental).
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Con esta sangre se realizaron los andlisis correspondientes a hematocrito (Ht),
hemoglobina total (Hb) y actividad de "explosion respiratoria” (burst activity). Ademas
se realizaron frotis sanguineos para el recuento leucocitario.

Con el resto de la sangre, se obtuvo el plasma mediante centrifugacion a 3.000 rpm

durante 10 min. De cada muestra se generaron varios viales de plasma que se
almacenaron a -80 °C hasta su correspondiente andlisis.
Los 12 peces sacrificados por lote se diseccionaron y se pesaron distintos drganos y
tejidos como visceras totales, higado, gonadas y la grasa perivisceral, para estimar
varios indices biométricos. Ademas, se tomaron fragmentos de intestino e higado para
su analisis histoldgico.

En el siguiente esquema se puede ver a modo de resumen el proceso de toma de

muestras realizado por cada lote dentro de cada situacion experimental (Fig. 20).

Paso 2: medir peso y
longitud de 100 peces.
Elresto vuelve al tanque.

e
.-v"‘":

S

Paso 3: de estos 100 peces,

L, N seleccion de 12 para sacrificio
Paso 4‘, DISGPCIOH para por extraccion de sangre.
histologiay célculo de los El resto vuelveal tanque. o\

siguientes indices:

-Indice Hepatosomatico

i i pelin )
-indice Gonadosomatico >-<:|< zzz zg é
_indice Digestivosomatico ﬂﬁﬁ = ¥ _

-Rendimiento de la carcasa

4 pules de muestras
desangre para
andlisis.

-Grasa perivisceral /

Figura 20. Proceso de toma de muestra final en cada uno de los lotes (por
triplicado) dentro de cada situacién experimental, excepto para el Test de
Tolerancia a la Glucosa (TTG).
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Este proceso de toma de muestras fue comun en todos los ensayos, exceptuando el
ensayo de test de tolerancia a la glucosa (TTG) . Para el ensayo de alimentacion con dos
dietas diferentes, ademés se tomo una muestra de 12 peces enteros de cada grupo
experimental para la determinacidn de su composicion proximal. Estas muestras fueron

conservadas enteras a -20 °C hasta su procesamiento.

Para el ensayo de TTG, se establecieron 6 muestreos (T= 0, 2, 4, 6, 8, 10h). La
toma de muestras se realizo bajo sedacion en todos los peces utilizados en el ensayo (72
truchas y 72 tencas). Para ello se practico una puncion en la vena caudal para extraccion
de una gota de sangre, cantidad suficiente para la realizacién del test. EI protocolo de
toma de muestras sigui6 el desarrollo mostrado en la figura 21.

( Tenca Trucha
Experimental Experimental
Control 200 mg/kg Control 200 mg/kg )
Ensayo TTG | e ee=>T=0
200mg/ kg < -----
-—--->T=6

( Experimental Experimental
Control 1.000 mgrkg Control 1.000 mg/kg

Ensayo TTG | | e -
1.000 mg/ kg

Figura 21. Distribucion de grupos experimentales y lotes en los ensayos de TTG de
la tenca en comparacion con la trucha.
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3.4. PROCESO DE ANALISIS

3.4.1. Parametros de calidad de agua.

Los datos de calidad de agua fueron obtenidos mediante el uso de kits comerciales
de la casa Macherey-Nagel™ y modelo Visocolor™ ECO. Los kits concretos que se
utilizaron fueron:

- MACH.931008RM. Visocolor ECO test Amonio 3. Rango: 0,2 - 3 mg/l NH;"

- MACH.931041RM. Visocolor ECO test Nitrato. Rango: 1 - 120 mg/l NO3

- MACH.931044RM. Visocolor ECO test Nitrito. Rango: 0,02 - 0,5 mg/l NO,

- MACH.931084RM.Visocolor ECO test Fosfato. Rango: 0,2 - 5 mg/l PO,4-P

- MACH.931029RM. Visocolor ECO test Dureza total. Rango: 1 - 20 d y superior.

- MACH.931014RM.Visocolor ECO test Dureza de carbonatos. Rango: 1 - 20 d y

superior.

Las valoraciones se realizaron con ayuda de un Fotdmetro portatil PF-11 de la
misma marca Macherey-Nagel.

La concentracion de oxigeno, disolucion porcentual de oxigeno y la temperatura,
fueron medidos mediante una sonda electromagnética Handy Polaris 11.

Los datos de pH y conductividad-salinidad fueron medidos con una sonda

multiparamétrica marca XS-Instruments modelo G-RPCT5.

3.4.2. Calculo de indices relacionados con el crecimiento e indices
biométricos

Diferentes parametros de crecimiento y produccién se obtuvieron de los 100 peces

seleccionados de cada lote de la siguiente manera:

- Factor de condicién (K, g/cm®) = 100 x [Peso (g) / Longitud Total® (cm)].

- Tasa de crecimiento instantaneo (TCI, % / dia) = 100 x [In Peso final (g) - In Peso

inicial (g)] / tiempo (dias).
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- Incremento de densidad (%) = 100 x (densidad final del lote - densidad inicial del
lote) / densidad inicial del lote.

- Indice de conversion de alimento (IC) = alimento total suministrado (g) / [biomasa

final de peces (g) - biomasa inicial de peces (g)].

- Indice de deformidades visibles en peces (IDef, %) = 100 x (n° de peces con

deformidades visibles) / n° total de peces cultivados.

- Tasa de supervivencia (%) = 100 x (n° de peces después del periodo experimental) /

(n° total de peces iniciales).

De los 12 peces sacrificados por lote ademas se obtuvieron los siguientes indices

biométricos:

- Indice hepatosomatico (IHS; %) = 100 x Peso del higado (g) / Peso total (g).

- Indice gonadosomatico (IGS; %) = 100 x Peso de la génada (g) / Peso total (g).

- Indice digestivosomatico (IDS; %) = 100 x Peso del digestivo (g) / Peso total (g).

- Rendimiento de la carcasa (%) = 100 x Peso del pez eviscerado (g) / Peso total (g).

- Grasa perivisceral (%) = 100 x Grasa perivisceral (g) / Peso total (g).

3.4.3. Analisis hematologicos

- Hemoglobina total (Hb): la concentracion de hemoglobina se estimé mediante el
método de cianometahemoglobina (Larsen, 1964) usando un kit comercial (Sigma
Chemical Co.). Se tom6 una muestra de sangre de 20 pL en un tubo heparinizado y se

mezcld en 5 mL de reactivo Drabkin. El proceso se realiz6 de la misma manera con la
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muestra patron. Tras reposar 5 min. se determind la absorbancia a 540 nm y se calculo

la concentracion segun la curva patron obtenida.

- Hematocrito (Ht): se determiné el volumen porcentual de glébulos rojos mediante
centrifugacion de las muestras de sangre por duplicado siguiendo el método de
microhematocrito estandar. Para ello, se cargaron las muestras de sangre recién
extraida en tubos capilares heparinizados y se centrifugaron a 650 x g durante 10 min
(Modificado de Larsen y Snieszko, 1961).

3.4.4. Analisis bioquimicos en plasma

El anélisis de los siguientes parametros bioquimicos plasmaticos, glucosa, cortisol,
colesterol total, colesterol HDL (High density lipoprotein), colesterol LDL (Low
density lipoprotein), triglicéridos, las transaminasas aspartato animotrasferasa (GOT o
AST) vy alanina aminotrasferasa (GPT o ALT), las hormonas tiroideas T3
(triyodotironina) y T4 (tiroxina), asi como los electrolitos CI', K*, Na" se realiz6 segln

los métodos que a continuacion se detallan:

- Cortisol: la concentracion de cortisol en plasma se analizé mediante una prueba
inmunoldgica in vitro (Ref.1.875.116, Roche), con los siguientes pasos:
12 incubacion: la muestra se incuba con un anticuerpo biotinilado especifico anti-
cortisol y un derivado de cortisol marcado con quelato de rutenio. Los puntos de
fijacion del anticuerpo marcado son ocupados, segun sea la concentracion de analito en
la muestra, en parte por el analito de la muestra y en parte por el hapteno marcado con
rutenio provocando la formacion del inmunocomplejo respectivo.
2% incubacion: después de la incorporacion de microparticulas recubiertas de
estreptavidina, el complejo formado se fija a la fase solida por la interaccion entre la
biotina y la estreptavidina.

La mezcla de reaccion es trasladada a la célula de lectura donde, por magnetismo,
las microparticulas se fijan temporalmente a la superficie del electrodo. Los elementos
no fijados se eliminan posteriormente con el reactivo ProCell. Al aplicar una corriente
eléctrica definida se produce una reaccion quimio-luminiscente cuya emision de luz se

mide directamente con un fotomultiplicador.
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Los resultados se obtienen mediante una curva de calibracion realizada en el sistema
a partir de una calibracién a dos puntos y una curva master incluida en el codigo de

barras del reactivo.

- Método GOD-POD para Glucosa (modificado de Trinder, 1969): determinacion de la
glucosa tras la oxidacion enziméatica por la glucosa oxidasa (GOD). El indicador
colorimétrico es la quinoneimina, la cual se genera a traves de la 4-aminoantipirina, el

fenol y el perdxido de hidrogeno bajo la accion catalitica de la peroxidasa (POD).

Glucosa + Oz% Acido Gluconico + H,0,

H,0,+ 4-aminoantipirina+ Fenol—POD Quinoneimina+4 H,0O

Se determind por absorbancia a 505 nm.

- Método CHOL,, para Colesterol total: los ésteres de colesterol se desdoblan por la
accion de la colesterol esterasa a colesterol libre y acidos grasos. La colesterol oxidasa
cataliza entonces la oxidacién de colesterol a colest-4-en-3-ona y perdxido de
hidrogeno. En presencia de peroxidasa, el perdxido de hidrégeno formado produce la
union oxidativa del fenol y la 4-aminofenazona para formar un colorante rojo de

quinoneimina.

Esteres de colesterol + H,0 —COIEsterol esterasa . - jestergl + RCOOH

Colesterol + 0, Colesterol oxidasa | ~jast_4-en-3-ona + H,0,

2 H,0, + 4-aminoantipirina + Fenol%Quinoneimina +4H,0

La intensidad cromatica del colorante formado es directamente proporcional a la
concentracion de colesterol. Se determina midiendo el aumento de la absorbancia a 500

nm.
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- Método HDLC_3 para Colesterol HDL.: en presencia de iones de magnesio, el sulfato
de dextrano forma complejos hidrosolubles, selectivamente con LDL, VLDL y
quilomicrones resistentes contra las enzimas modificadas con PEG. La concentracion
del colesterol HDL se determina enzimaticamente mediante la colesterol esterasa y
colesterol oxidasa acopladas con PEG a los grupos aminicos (aprox. 40 %). La
colesterol esterasa provoca el desdoblamiento de los ésteres de colesterol a colesterol
libre y acidos grasos. En presencia de O,, el colesterol es oxidado por la colesterol
oxidasa a A*-colestenona y peréxido de hidrégeno. Bajo la accién catalitica de la
peroxidasa, el peréxido de hidrégeno formado reacciona con 4-aminoantipirina y

HSDA para formar un compuesto purpureo azul.

Esteres de colesterol + H,0 PEG-Colesterol esterasa . ¢ jasterol HDL + RCOOH

Colesterol HDL + 0, PEG-Colesterol oxidasa. - As_colestenona + H,0,

2 H,0, + 4-aminoantipirina + HSDA"+ H* +H,0 % compuesto azul-purputreo + 5H,0

*HSDA = N-(2-hidroxi-3-sulfopropilo)-3,5-dimetoxianilina sddica

La intensidad del colorante es directamente proporcional a la concentracion de

colesterol que se mide espectrofotométricamente a 600-700 nm.

- Método LDL_C para Colesterol LDL.: este método para la determinacion directa del
colesterol LDL emplea la solubilizacion micelar selectiva del colesterol LDL por un
detergente no idnico y la interaccion de un compuesto de azlcar y lipoproteinas
(VLDL y quilomicrones). Al afiadir un detergente en el método enzimético de
determinacion del colesterol (reaccion de acoplamiento de colesterol esterasa y
colesterol oxidasa), la actividad relativa del colesterol en las fracciones de
lipoproteinas aumentan en el siguiente orden: HDL < quilomicrones < VLDL < LDL.
En presencia de Mg®*, un compuesto de azlcar reduce pronunciadamente la reaccion
enzimatica de medicion del colesterol en VLDL y quilomicrones. La combinacion de
un compuesto de azlcar y un detergente permite la determinacion selectiva de
colesterol LDL en el suero. La colesterol esterasa provoca el desdoblamiento de los

ésteres de colesterol a colesterol libre y acidos grasos. En presencia de oxigeno, el
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colesterol es oxidado por la colesterol oxidasa a A4-colestenona y perdxido de
hidrégeno. En presencia de la peroxidasa, el perdxido de hidrégeno formado reacciona
con 4-aminoantipirina y HSDA para formar un colorante purpdreo azul. La intensidad
del colorante es directamente proporcional a la concentracion de colesterol que se

mide espectrofotométricamente a 600-700 nm.

Esteres de colesterol LDL + H,0 Colesterol esterasa. - jasterol + RCOOH

Colesterol LDL + 0, -Colesterol oxidasa . r4_cqjestenona + H,0,
2 H,0, + 4-aminoantipirina + HSDA"+ H* +H,0 % compuesto azul-purpureo + 5H,0

*HSDA = N-(2-hidroxi-3-sulfopropilo)-3,5-dimetoxianilina sddica

- Método TRIGL para Triglicéridos (TRIGL: ACN 781): este método se basa en el
protocolo de Wahlefeld et al., (1974) utilizando una lipoproteina lipasa (LPL) de
microorganismos para la hidrolisis répida y completa de triglicéridos a glicerol,
seguida de la oxidacién a fosfato de dihidroxiacetona y peroxido de hidrogeno. El
peréxido de hidrogeno producido reacciona con 4-aminofenazona y 4-clorofenol bajo
la accidn catalitica de la peroxidasa para formar un compuesto rojo (reaccion del punto
final de Trinder).

Triglicéridos + 3H,0 _LPL < Glicerol + 3 RCOOH

Glicerol + ATP % Glicerol-3-fosfato + ADP

g

Glicerol-3-fosfato + O, % Fosfato de dihidroxiacetona + H,O,

2 H,0, + 4-aminoantipirina + 4-clorofenol m 4-(p-benzoquinona monoimino)-fenazona +
2 H,0 +HCI

La intensidad del color obtenido es directamente proporcional a la concentracion de
triglicéridos y se determind por absorbancia a 546 nm.
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- Método inmunologico para la determinacion de T3 (triyodotironina) (Roche, REF.
06437206). La concentracion de T3 en plasma se analiz6 como se detalla a
continuacion:

12 incubacion: 15 puL de muestra y un anticuerpo anti-T3 especifico biotinilado
marcado con un complejo de rutenio.

2% incubacion: Después de la incorporacion de microparticulas recubiertas de
estreptavidina, el complejo formado se fija a la fase solida por la interaccion entre la
biotina y la estreptavidina.

La mezcla de reaccion es trasladada a la célula de lectura donde, por magnetismo,
las microparticulas se fijan temporalmente a la superficie del electrodo. Los elementos
no fijados se eliminan posteriormente con el reactivo ProCell. Al aplicar una corriente
eléctrica definida se produce una reaccion quimio-luminiscente cuya emision de luz se
mide directamente con un fotomultiplicador.

Los resultados se obtienen mediante una curva de calibracion realizada en el
sistema a partir de una calibracion a dos puntos y una curva master incluida en el codigo

de barras del reactivo.

- Método inmunoldgico para la determinacion de T4 (tiroxina) (Roche, REF.
06437281): el proceso es similar al descrito en el método para T3 cambiando

Unicamente el anticuerpo anti-T3 especifico por otro anti-T4 especifico.

- Medicion de iones CI', K*, Na': el sistema Roche / Hitachi cobas C System esta
preparado para la determinacion cuantitativa de sodio, potasio y cloruro en plasma

mediante el uso de electrodos selectivos de iones.

- La proteina total se determin6 usando el kit Bio-Rad Protein Assay (Kit Il) basado en
el método de descrito por Bradford (1976).
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3.4.5. Analisis de enzimas del metabolismo intermediario

- Lactato deshidrogenasa (LDH; EC 1.1.1.27): la actividad de esta enzima se
determiné segun Singer et al.,(1990). El coctel contenia tampdn imidazol-HCI 50 mM
(pH 7,4), NADH 0,16 mM y piruvato 1 mM. El proceso se baso en la variacion de
D.O. que se obtuvo de la oxidacién de NADH a NAD+ tomando el piruvato como
sustrato que era trasfomado en L-lactato. Se midié espectrofotométricamente a 340

nm.

LDH
Piruvato + NADH + H* ——> L-lactato + NAD*

- Piruvato quinasa (PK; EC 2.7.1.40): se midio espectrofotomeétricamente a 340 nm la
reaccién de extincion de NADH en un medio que contenia 100 mM de imidazol-HCL,
pH 7,4 (a 15 ° C), KCI 70 mM, MgCl, 4 mM, fosfoenol piruvato 2 mM, ADP 2 mM
0.16 mM NADH y exceso de lactato deshidrogenasa. (Johnstonet al., 1982).

PEP + ADP—"K S piruvato + ATP

Piruvato + NADH + H* LPHS | jactato + NAD*

- La actividad de citrato sintasa (CS, EC 4.1.3.7): se midi6 de acuerdo con Thibault et
al., (1997) al observar la reduccion de DTNB a 412 nm. La mezcla de ensayo consistio
en tampodn imidazol-HCI 50 mM (pH 8), DTNB 0,1 mM, acetoacetil-CoA 0,2 mM y
acido oxaloacético 0,2 mM.

Acetoacetil-CoA+ OAA+ H20 CoA-SH+H*

CoA-SH+DTNB TNB + CoA-S-S-TNB
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- La Hidroxiacil CoA deshidrogenasa (HOAD; EC 1.1.1.35): se ensay0 de acuerdo
con Singer et al. (1990) midiendo la oxidacion de NADH a 340 nm. La mezcla de
ensayo consistié en tampon de imidazol-HCI 50 mM (pH 8), NADH 0,1 mM y

acetoacetilo CoA 0,1 mM.

Acetoacetil-CoA+ NADH+H* % 3-hidroxiacetil-CoA+ NAD *

- La Fructosa Bifosfatasa (FBPasa; EC 3.1.3.11): se determind segin el método
propuesto por Latzko y Gibbs (1970) midiendo la reduccion de NADP" después de

tres reacciones consecutivas.

D-Fructosa-1,6-Bifosfato + H,O % D-Fructosa 6-fosfato + Pi

D-Fructosa 6-fosfato _PGL, D-Glucosa 6-fosfato

D-Glucosa 6-fosfato + NADP* % Gluconato 6-fosfato + NADPH

Se midio6 el incremento de absorbancia a 340 nm durante 4 min a 25 °C. Los reactivos
utilizados fueron: tampén imidazol-HCI 714 mM pH 7,4, MgCl, 100 mM,
2mercaptoetanol 240 mM, NADP 10 mM, G6PDH, PGlI, Fructosa 1,6-difosfato 0,5
mM.

- Método para analisis de glutamico-oxalacético transaminasa o0 aspartato
animotrasferasa (GOT o AST): la GOT existente en la muestra cataliza la
transferencia de un grupo amino entre el L-aspartato y el 2-oxoglutarato para formar
oxaloacetato y L-glutamato. El oxaloacetato posteriormente reacciona con NADH, en
presencia de la Malato Deshidrogenasa (MDH), para formar NAD+. El piridoxal-

fosfato sirve como coenzima y asegura la activacion enzimatica completa.
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L-aspartato + 2-oxoglutarato _% oxaloacetato + L-glutamato

Oxaloacetato + NADH + H* M L-malato + NAD *

La tasa de oxidacion de NADH es directamente proporcional a la actividad catalitica
de la enzima GOT. Por ultimo se determina midiendo la disminucion de la absorbancia
a 340 nm.

- Método para analisis de glutdmico pirdvico transaminasa o0 alanina
aminotrasferasa (GPT o ALT): la GPT cataliza la reacciéon entre L-alanina y 2-
oxoglutarato. El piruvato formado se reduce por NADH en una reaccion catalizada por

Lactato Deshidrogenasa (LDH) para formar L-lactato y NAD".

L-alanina + 2-oxoglutarato G%piruvato + L-glutamato

Piruvato + NADH + H*—EPH S| Jjactato + NAD *

La velocidad de oxidacion de NADH es directamente proporcional a la actividad

ALT catalitica y se determina midiendo la disminucion de la absorbancia a 340 nm.

3.4.6. Parametros relacionados con el estado oxidativo

- Actividad de la superédxido dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1): se midié mediante el
método del ferricitocromo C utilizando xantina / xantina oxidasa como fuente de
radicales superdxido. La mezcla de reaccion consistié en tampon de fosfato de potasio
50 mM (pH 7,8), EDTA 0,1 mM, xantina 0,1 mM, citocromo C 0,013 mM y xantina
oxidasa 0,024 Ul / ml.

XOD
Xantina ———xantina oxidada+ O%2-+ OH-

Citocromo oxidado SO?citotromo reducido

(Inhibe)
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Una unidad de actividad se definio como la cantidad de enzima necesaria para
producir una inhibicién del 50% de la velocidad de reduccion del ferricitocromo C
medida a 550 nm (McCord y Fridovich, 1969).

- La actividad de la catalasa (CAT; EC 1.11.1.6): se determin6 segun el método de
Aebi (1984), midiendo la disminucion de la concentracion de H,O, debido a la
actividad catalasa y peroxidasa de esta enzima. La medicién se realiz6 a 240 nm. La
mezcla de reaccion contenia tampon de fosfato potasico 50 mM (pH 7,0) y H,O, 10,6

mM recién preparada.

2H,0, Actividad catalasa 2H,0 + 0,

2H,0, + XH, Actividad peroxidasa_ 2H,0 + X,

X=compuestos reducidos como metanol, etanol, etc.

- Actividad de la glutation peroxidasa (GPX; EC 1.11.1.9): se midi6 segun lo descrito
por Flohé y Gunzler (1984). El glutatién oxidado (GSSG) generado por GPX se redujo
por la Glutatién reductasa (GR), y la oxidacion de NADPH se midié a 340 nm. La
mezcla de reaccién consistio6 en 50 mM de tampon fosfato potéasico (pH 7,1),
Glutatién reducido (GSH) 3,6 mM, azida sddica 3,6 mM, glutatiéon reductasa 1 1U /
ml, NADPH 0,2 mM y H,0, 1,2 mM.

2H,0, 2H,0+0,

GPX
GSH GSSG

7

NADP * NADPH+H*

- Actividad de glutation reductasa (GR, EC 1.6.4.2): se ensay0 como describen
Calberg y Mannervik (1975), con algunas modificaciones, midiendo la oxidacion de
NADPH a 340 nm. La mezcla de reaccién consistio en tampdn de fosfato de sodio 0,1
M (pH 7,5), EDTA 1 mM, NADPH 0,63 mM y GSSG 0,15 mM.
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- Actividad glutation-S-transferasa (GST; EC 2.5.1.18): se determin6 por el método
propuesto por Habig et al. (1974) adaptado a una microplaca. La mezcla de reaccion
contenia tampon de fosfato 0,1 M (pH 6,5), GSH 1,2 mM vy solucién 1,23 mM de 1-
cloro-2,4-dinitrobenceno en etanol, que se prepard justo antes del ensayo. La actividad
de la GST se midio espectrofotométricamente a 340 nm mediante la formacion de

glutation-CDNB-conjugado.

GST
2 GSH GSSG
ROH ROH + H,0

- Actividad glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH; 1.1.1.49): se determind
midiendo la reduccion de NADP™ a 340 nm como describieron previamente Lohr y
Waller (1960) con algunas modificaciones. La mezcla del ensayo consistio en tampon
de imidazol-HCI 50 mM (pH 7,4), MgCl, 5 mM, NADP* 2 mM y Glucosa-6-fosfato 1
mM. La glucosa-6-fosfato se transforma, por accion de la G6PDH, en 6-
fosfogluconolactona que a su vez es transformada por la 6-fosfogluconato

deshidrogenasa en ribulosa-5-fosfato.

G6PDH

Glucosa-6-fosfato 6-fosfogluconolactona

NADP* NADPH+H*

N

6-fosfogluconolactona 6PGDH ribulosa-5-fosfato

- Actividad DT-diaforasa (DTD; EC 1.6.99.2): se midi6 de acuerdo con el método
descrito por Lind et al. (1990) adaptado para placas multipocillo. La mezcla de
reaccion, en un volumen final de 210 pL, consistio en 165 pL de coctel (35 mL de
tampon Tris-HCI 50 mM (pH 7,3) m&s 5 mL de NADH 5 mM), 25 uL de 2,6-
diclorofenol-indofenol (DCPIP) 400 uM, 10 pL de albumina y 10 puL de muestra. Se
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registré una disminucion de la absorbancia a 600 nm durante 3 minutos a 30°C. La
actividad DT-diaforasa se calcul6 usando el coeficiente de extincion para DCPIP (g =
21 mM™ cm™) después de corregir el blanco.

Niveles de peroxidacion lipidica: se determinaron en funcién de los niveles de
malondialdehido (MDA) generados por la oxidacion de acidos grasos poliinsaturados.
En presencia de &cido tiobarbitarico, MDA reacciona produciendo sustancias de
reaccién con acido tiobarbitarico (TBARS) que se midieron a 535 nm segun Buege y
Aust (1978).

Capacidad antioxidante equivalente a trolox (TEAC): se midié de acuerdo con los
descrito por Erel (2004). La solucion ABTS (&cido 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonico) se generd a partir de los siguientes reactivos: 2,5 mM ABAP (2,2'-azobis-
(2-amidinopropano) dihidrocloruro) y solucién madre ABTS-2 20 mM en solucion
tampon de fosfato 100 mM y NaCl 150 mM a pH 7,4. Esta solucion es capaz de
oxidarse con peroxido de hidrogeno en medio &cido, volviéndose de un color verde
esmeralda. La reduccién de este compuesto en presencia de antioxidantes produce una
pérdida de color que se puede medir a 595 nm, siendo esta reduccion proporcional a la
capacidad antioxidante total del extracto. Como estandar se emple6 un analogo soluble
en agua de vitamina E (Trolox). Los resultados se expresan en términos de umol de
capacidad antioxidante equivalente a Trolox por litro de extracto de tejido (uM).

Parametro FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power): se midid siguiendo el
protocolo descrito por Benzie y Strain (1999) con modificaciones. Esta medida indica
la capacidad antioxidante de una muestra en relacion con su capacidad para reducir el
ion férrico (Fe**) presente en un complejo con 2,4,6-tri (2-piridil)-s-triazina (TPTZ) a
ion ferroso (Fe?"). Se utilizé para ello tampén acido acético-acetato sodico (pH de 3,4)
que contenia TPTZ y FeCls. Tras 60 minutos de reaccion se determiné la absorbancia
a 593 nm. La curva de referencia se construy6 usando acido ascorbico como patron.
Las actividades de las muestras se expresaron como capacidad antioxidante

equivalente a acido ascérbico (AEAC: mg de acido ascorbico / 100 g de extracto).
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3.4.7. Parametros inmunologicos en plasma

- Globulina sérica total: se afiadieron gota a gota 50 pl de solucion saturada de sulfato
de amonio a 50 pL de plasma. Después se agitd en el vortex y a continuacion la
mezcla se centrifugd durante 5 min a 10.000 x g. Se disolvieron 20 uL del
sobrenadante de esta muestra con 80 pL de tampon de bicarbonato a pH 9,3 (Swain, et
al., 2007b) y se determind la proteina total resultante mediante el método de Bradford
(Bradford, 1976).

Inmunoglobulina total (IgM): se determind segun Anderson y Siwicki (1995). Las
inmunoglobulinas se separaron de las proteinas totales por precipitacién con
polietilenglicol. Brevemente, se incubaron 0,1 mL de cada muestra y 0,1 mL de
polietilenglicol al 12 % a temperatura ambiente durante 2 h bajo agitacion constante.
La mezcla se centrifugd a 7.000 x g durante 10 min. La proteina total del sobrenadante
se determind mediante el método de Bradford (1976). El contenido total de
inmunoglobulina se determind restando el contenido de proteina resultante del

contenido de proteina total en el plasma no tratado.

Actividad hemolitica de glébulos rojos: se realiz6 en placas de microtitulacion con
fondo en U. Se prepararon por duplicado diluciones seriadas de cada muestra de
plasma en 25 ul de EDTA-GVB (EDTA 10 mM en tampon Gelatine Veronal). Se
afiadieron a cada pocillo 25 ul de una suspension que contenian 1% de glébulos rojos
de conejo lavados. Los resultados se expresaron como el valor del Ln de la dilucion de

suero final en la que se apreci6é una hemolisis visible.

Ensayo de hemaglutinacion: se siguid el mismo procedimiento expresado en el
apartado anterior pero con las muestras de plasma inactivadas mediante aplicacion de
temperatura (45 °C durante 30 min.). Las microplacas se dejaron reposar durante 2 h a
temperatura ambiente y se determind el valor mas alto que dio como resultado la
hemdlisis completa de la muestra o la aglutinacion completa de los globulos rojos. Los

resultados se expresaron como In (Swain, et al., 2007b).
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- Actividad de estallido respiratorio (Burst Activity) de los fagocitos: se midio
mediante la reduccion de una solucién de Nitroblue tetrazolium al 0,2% (NBT, Sigma,
St. Louis, MO, EE.UU.) a formazan como medida de la produccién de anion
superdxido (O;) (Kumar et al., 2007). Se incub6 un volumen de 50 pL de sangre
heparinizada en placas de microtitulacion con fondo en U durante 60 min a 37 °C para
facilitar la adhesion de las células. Luego se retird el sobrenadante y los pocillos se
lavaron tres veces en PBS. Se afiadié un volumen de 50 puL de NBT al 0,2% vy se
incubd durante 1 hora més. Las células se fijaron con 200 uL de metanol al 100% y se
dejaron en reposo durante 2-3 min. Despues se realizaron 2-3 lavados con metanol al
30 %. La placa se dej6 secar completamente y se afiadieron 60 uL de KOH 2N + 70
uL de DMSO (dimetilsulfoxido). Finalmente, el volumen total del pocillo se transfirio

a una placa de microtitulacion de 96 pocillos y se ley6 a 540 nm.

Actividad de peroxidasa (EC 1.11.1.7):se analizé de acuerdo con Mohanty y Sahoo
(2010). Se diluyeron 10 uL de plasma con 90 uL de tampdn de Hank’s (HBSS) en
placas de 96 pocillos de fondo plano. Como sustratos, se afiadieron 35 uL de una
solucién 20 mM de TMB (3,3',5,5'-tetramethylbenzidine) con 5 mM de H,0,. La
reaccion de cambio de color se detuvo después de 2 min. afiadiendo 35 uL de acido
sulfarico 2 M. La lectura de se realiz6 a 450 nm. Como controles se realiz6 todo el
proceso sin la adicion de plasma. La actividad se expresd en D.O. (Densidad Optica)
Una unidad de actividad peroxidasa se defini6 como la cantidad necesaria para
producir un cambio de absorbancia de 1 D.O.

Actividad de la lisozima (EC 3.2.1.17): se ensay0 de acuerdo con Swain et al.
(2007a), utilizando un método turbidimétrico con Micrococcus lysodeikticus. Se
mezcl6 un volumen de 180 pL de células de M. lysodeikticus liofilizadas (Sigma) a 0,2
mg / ml en tampdn de fosfato de sodio 0,04 M (pH 6,2) con 20 ul de muestra de
plasma en cada pocillo. Para la curva estandar se uso lisozima de clara de huevo de
gallina. Se considero un blanco con 20 uL de plasma méas 180 pl de tampdn de fosfato
de sodio. La reaccion se desarrollo durante 20 min a 35 °C y se midio a 450 nm. Los
valores se expresaron como pg / ml de actividad HEWL equivalente (lisozima blanca

de huevo de gallina).
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- Actividad de la lipoxigenasa (EC 1.13.11.12): se analizé espectrofotométricamente
de acuerdo con Surrey (1964) con modificaciones. La mezcla de reaccidn consistio en
tampdn de fosfato de potasio 0,1 mM (pH 7,0) y &cido araquidonico 0,4 mM. La
reaccion se desarrollo a 20 °C y se midi6 a 234 nm. La actividad se expresé en mU /

mg de proteina.

Recuento leucocitario: Para los ensayos realizados en 2013, es decir los
correspondientes a la evaluacion de los distintos sistemas de cultivo y el ensayo de
densidad se procedio segun el protocolo siguiente: Los globulos blancos (WBC) se
contaron en frotis de sangre en un portaobjetos fijado con metanol durante 1 min.
Posteriormente se realizo la tincion de May-Griinwald-Giemsa-Wrigth. Los leucocitos
se visualizaron a microscopia Optica con aceite de inmersiébn (x 100). Se
contabilizaron los diferentes globulos blancos de 100 campos elegidos al azar y se
establecieron los porcentajes correspondientes.

Para el ensayo realizado durante 2014, el ensayo con dos dietas se emple6 un nuevo
protocolo basado en la técnica de citometria de flujo: utilizamos un fluorocromo que
mide el potencial de membrana mitocondrial que es capaz de diferenciar las
poblaciones leucocitarias de los eritrocitos (Inoue et al, 2003). Nosotros utilizamos
TMRM que es un cation lipofilico que tifie casi selectivamente la membrana
mitocondrial. EI TMRM emite fluorescencia a una longitud de onda de 573 nm al ser
excitado a 549 nm. Se utiliz6 un citometro de flujo MACSQuant VYB equipado con
un laser que emite a 561nm que permite aumentar la sensibilidad de la deteccion. De
esta forma, podemos discriminar las diferentes poblaciones leucocitarias de tenca
(linfocitos y trombocitos, neutrofilos, basofilos y monocitos) y detectar como afecta el

estrés de forma diferencial.

Con caracter general:

Las reacciones enzimaticas se iniciaron mediante la adicion del extracto de tejido o del
plasma a excepcion de la SOD donde se utilizo la xantina oxidasa. Una unidad de
actividad se define como la cantidad de enzima requerida para transformar 1 pmol de
sustrato / min en las condiciones de ensayo especificadas, excepto para la SOD que se

usaron unidades arbitrarias.
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Las mediciones espectrofotométricas de los pardmetros Hemoglobina, Proteina
total, Actividad de "explosion respiratoria™ (burst activity), Inmunoglobulinas totales,
Globulinas séricas y los ensayos enzimaticos de actividad Peroxidasa, Lisozima,
Lipoxigenasa, Superoxido dismutasa (SOD), Catalasa, Glutatién peroxidasa (GPX),
Glutation reductasa (GR), Glutation s-transferasa (GST), Glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH), DT-Diaforasa (DTD), Malondialdehido (MDA), Lactato
deshidrogenasa (LDH), Piruvato kinasa (PK), Citrato sintasa (CS), p-hidroxiacil. CoA
deshidrogenasa (HOAD), las transaminasas de muestras de higado glutdmico-
oxalacética (GOT) y glutamico piravica (GPT), se realizaron por duplicado en
microplacas de 96 pocillos (UV-Star® Greiner Bio-One, Alemania) utilizando para la
lectura un espectrofotometro de microplacas Power Wavex (Bio-Tek Instruments,
EEUU).

Para las mediciones en muestras de plasma de los parametros Cortisol, Glucosa,
Colesterol total, Colesterol HDL, Colesterol LDL, Triglicéridos, las transaminasas GOT
(0 AST) y GPT (o0 ALT), las hormonas tiroideas T3 (triyodotironina) y T4 (tiroxina), asi
como los electrolitos CI', K*, Na" se utiliz6 un Analizador Automatico COBAS C-

System 800 de la marca Roche/Hitachi.

3.4.8. Analisis de composicion proximal

Para el analisis la composicion proximal de los dos piensos comerciales, asi como
de los peces enteros (12 por cada situacion experimental), se homogeneizaron las
muestras y se determinaron los siguientes parametros en los Servicios de
Instrumentacion Cientifica de la UGR (los datos fueron expresaron sobre sustancia

fresca, s/sf):

- Humedad: el contenido de agua se determind deshidratando las muestras en una

estufa (Hearaeus) a 105°C hasta un peso constante.

- Cenizas: se determinaron mediante la incineracién total de las muestras en la misma
estufa a 500°C durante 12 h.
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- Proteina total: se determind con el método de Kjeldahl con el multiplicador de 6,25.
El método se basa en la determinacion de la cantidad de Nitrogeno orgéanico contenido
en las muestras y consiste en dos pasos consecutivos:

a) La descomposicion de la materia organica bajo calentamiento en presencia de

acido sulfarico concentrado.

b) El registro de la cantidad de amoniaco obtenida de la muestra.
Durante el proceso de descomposicion ocurre la deshidratacion y carbonizacion de la
materia organica combinada con la oxidacion de carbono a dioxido de carbono. El
nitrégeno organico es transformado a amoniaco que se retiene en la disolucion como
sulfato de amonio. La recuperacion del nitrégeno y velocidad del proceso pueden ser
incrementados adicionando un catalizador (Nollet, 2004).

- Extraccién y cuantificacion de lipidos: se empled el método de Soxhlet, que supone
una extraccion semi-continua con un disolvente organico (Eter dietilico BUCHI 810).
En este método, el disolvente se calienta, se volatiliza y condensa goteando sobre la
muestra, la cual queda sumergida en el disolvente. Progresivamente este es sifonado al
matraz de calentamiento para repetir de nuevo el proceso. Finalmente, el contenido de

lipidos se cuantifica por diferencia de peso (Nielsen, 2003).

- Andlisis del perfil de aminoacidos: se determinaron por medio de cromatografia de
gases de alta eficacia (HPJC) en fase inversa, previa derivatizacion del hidrolizado de
la muestra correspondiente con fenil-isocianato, segin el método de Pico-Tag (Cohen
et al., 1989) de bondad contrastada por Pérez Martinez (1995). Para la separacion y
determinacion se empled un cromatografo de gases Agilent serie 6850A con columna
de 5 pulgadas, canal Unico para el inyector y detector con control electronico de
neumatica (EPC) de todos los gases.

Inyector capilar Split/splitless (0-100psi) y Detector de lonizacion de llama (FID).
Torreta autoinyectora 7683B para 8 muestras, Software SW ChemStation GC para

sistemas GC.
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- Analisis del perfil lipidico: se realizo tras la extraccion de las muestras segun Folch et
al. (1957). Los acidos grasos se metilaron con una mezcla de cloroformo: metanol:
acido sulfdrico (100: 100: 1). La separacion cromatografica se realiz6 con un
cromatografo de gases de Agilent Technologies 6890N, con un detector de ionizacion
de llama (FID) y una columna capilar de 30 m de longitud con un didmetro interno de
0,32 mm. La fase liquida empleada fue Supelco-wax 10 con un espesor de pelicula de
0,25 um. Las condiciones de separacién fueron generadas por gas portador de helio y
una velocidad de flujo de 1 mm?® / min. La temperatura del detector fue de 250°C, la
del inyector 225°C y la de la columna se mantuvo a 180°C. Las sefiales del detector se
registraron con un dispositivo Philips con una escala de 1,0 mV a una velocidad de
cinta de 10 mm / min. Los acidos grasos individuales se identificaron comparando el

tiempo de retencidn con los estandares de Supelco (Bellefonte, PA, EUA).

- Material Extractivo Libre de Nitrégeno (MELM): se obtuvo por diferencia

porcentual a partir de los valores obtenidos de proteina, lipidos y cenizas:

MELM (%) = 100 - (Proteina (%) + Lipidos (%) + Cenizas (%))

3.4.9. Calculo de parametros relativos al aprovechamiento de los
nutrientes y de la energia de las distintas dietas

De los 12 peces sacrificados por situacion experimental correspondiente al ensayo
de dietas, se obtuvieron los siguientes indices:

- Proteina total del lote = % Proteina de la muestra x Peso total del lote.
- N Corporal total = (Peso total del lote x Proteina (%)) / 6,25

- Coeficiente de eficacia en crecimiento (CEC) = (Peso final del lote — Peso inicial del

lote) (g) / Proteina total suministrada (g).
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- Valor productivo de la proteina (VPP) = 100 x (Proteina total final del lote -
Proteina inicial total del lote) / Proteina total suministrada en el alimento (g).

- Retencion de Lipidos (%) = 100 x (Lipidos finales del lote - Lipidos iniciales) (g) /

Total lipidos suministrados (g).

- Retencion de la Energia (%) = 100 x (Energia final del lote — Energia inicial lote) /

Energia total consumida.

3.4.10. Procesamiento histoldgico de las muestras

Los intestinos e higados para el estudio histoldgico se fragmentaron en piezas
mas pequefas y se fijaron en Bouin (15:5:1, &cido picrico a saturacion: formol: acido
acético glacial) durante 4 dias. Después, los tejidos se deshidrataron mediante una
serie de alcoholes en concentraciones crecientes: etanol 50% (2h), etanol 70% (2h),
etanol 90% (2h), etanol 96% (2h), etanol 100% (1h), etanol 100% (1h) y etanol 100%
+ sulfato de cobre (1h). Tras la deshidratacion se pasé a una fase de aclaramiento con
etanol 100%:benzol (1:1) durante 15 min, benzol puro (2 pases de 15 y 30 min) y en
una mezcla de benzol:parafina (1:1) durante 30 min. Después, para la inclusion se
sometieron a varios pases en parafina (6 h, 8 h y 8 h) para finalmente realizar los
bloques en la estacién automatizada (Leica EG1150-CH).

Para la obtencién de los cortes se utilizd un microtomo Leica RM2235,
obteniendo secciones de 10 um que se recogieron por flotacién en portaobjetos
tratados con albumina de Mayer par su mejor adhesion y se dejaron secar en estufa a
35-40 °C durante toda la noche.

Para desparafinar los cortes, se pasaron por xilol (2 pases, 30 min) y una
hidratacién pasando por concentraciones de alcoholes decrecientes: etanol 100% (2
pases de 2 min), etanol 96% (2 min), etanol 90% (2 min), etanol 70% (2 min), etanol
50% (2 min), agua destilada (1 min).

Para la tincion con Hematoxilina-Eosina, los cortes se sumergieron en
Hematoxilina (40-60 seg), se lavaron en agua corriente (5 min), se tifieron con Eosina

(9 min) y se diferenciaron con etanol 90% (2 min). Después se paso a etanol 96% (2
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min), etanol 100% (2 pases de 2 min) y xilol (2 pases de 2 min) para su montaje en
medio Eukitt®.

Las muestras se visualizaron en un microscopio optico Zeiss Axiophot y se
fotografiaron con la cdmara Zeiss Axiocam. Se realizaron 10 medidas en cada pez de
la longitud y grosor de las vellosidades intestinales y el espesor de la capa muscular
mediante el software Image J (1.5i, National Institute of Health, USA). Se midi6 el
radio de la seccion transversal del intestino (valor tomado como 100%) y se calculd el
porcentaje al que correspondieron las medidas antes descritas para minimizar las

posibles diferencias asociadas al tamafio de los peces.

3.4.11. Test de tolerancia a la glucosa en la tenca.

Las medidas de la concentracion de glucosa en sangre para este ensayo se
realizaron mediante un glucometro Glucometer Elite de la casa Bayer con sus

correspondientes tiras reactivas.

3.5. ANALISIS ESTADISTICO

Para cada grupo experimental, se estimaron el valor medio y el error estandar
(SEM). El efecto del sistema de cultivo se determind mediante ANOVA de un factor.
Cuando las diferencias fueron significativas (P < 0,05), los grupos experimentales se
compararon mediante la prueba de rango multiple de Duncan (1955). Todos los analisis
estadisticos se realizaron utilizando el software especifico SPSS19 (SPSS Inc.).
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4.1. INTRODUCCION

La produccion actual de la tenca es limitada debido a su mantenimiento en
cultivos tradicionales de baja intensidad. Sin embargo, los precios que alcanza en el
mercado para consumo, asi como su eleccion como especie objetivo para los pescadores
deportivos, hacen que su demanda esté aumentando, lo que implica una necesaria
evaluacion de los parametros que puedan afectar al bienestar de esta especie bajo
condiciones de cultivo més intensivas. Tradicionalmente, se ha cultivado en sistemas
extensivos o semi-intensivos y se han realizado algunas pruebas experimentales en
sistemas intensivos con recirculacion (Celada et al., 2007b; Kamler et al., 2006;
Pantazis y Hatzinikolaou 2011; Sierra et al., 1995; Wolnicki y Myszkowski, 1998;
Wolnicki et al., 2006). Aungue esta especie puede adaptarse a estos sistemas de
recirculacién, varias condiciones evaluadas experimentalmente con anterioridad han
dado resultados negativos, mostrando la tenca un crecimiento lento (Bircan et al.,
1989), altas tasas de deformidades y elevada mortalidad (Backiel, 1986; Fleig y
Gottschalk, 2001; Kaminski et al., 2017). Las principales causas asociadas con estos
malos resultados parecen haber sido una alimentacion inadecuada, la escasa
domesticacion y la falta de estudios que evalUen las condiciones éptimas de cultivo.

Hasta la fecha son pocos los ensayos que se han realizado con esta especie para
determinar las mejores condiciones para su cultivo, y en la mayoria de ocasiones, estos
ensayos se han realizado en acuarios, en los que no parece adaptarse bien esta especie.
En este estudio se ha tenido este aspecto en cuenta y las condiciones experimentales que
se han propuesto son muy proximas a las condiciones de sistemas de cultivo reales en
instalaciones de acuicultura.

En este capitulo se analizan tres diferentes sistemas de cultivo: extensivo (E),
con una densidad inicial de 0.07 kg/m?®, sin control de los parametros ambientales y
alimentacion natural; semi-intensivo (S-1), con una densidad inicial de 0.42 kg/m®,
control parcial de temperatura y con suplemento de comida artificial; e intensivo (1), con
una densidad inicial de 2.5 kg/m®, control total del foto- y termo-periodo y con
exclusiva dieta artificial. En estos tres sistemas se ha evaluado el crecimiento e indices
relacionados, indices biometricos, parametros hematologicos, pardmetros bioquimicos,
hormonas y electrolitos en plasma, ciertas variables relacionadas con el metabolismo
intermediario y el estado oxidativo en higado y plasma, pardmetros inmunoldgicos, y

ademas se ha realizado un estudio histologico en intestino e higado.
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4.2. RESULTADOS

4.2.1. Crecimiento e indices biométricos de la tenca en distintos
sistemas de cultivo

El andlisis de las variables relacionadas con el crecimiento, como el peso
corporal final, la longitud total final y los indices relacionados derivados de éstos,
como el incremento de densidad y tasa de crecimiento instantdneo (TCI), mostraron
diferencias significativas entre los tres sistemas de cultivo (Tabla V). Estos indices
mostraron valores significativamente méas altos en tencas cultivadas bajo el sistema I.
Los valores méas bajos se obtuvieron en el grupo experimental E y valores intermedios

en el grupo S-1.

Tabla V. Crecimiento de la tenca (Tinca tinca) e indices relacionados en diferentes
sistemas de cultivo.

E S-1 | P
Peso final (g) 11.80+0.22°  19.81+0.67°  23.38+0.75° <0.001
Longitud total final (mm) 96.87+0.55*  106.75+0. 97° 112.72+0.94° <0.001
K final 100x(g/cm?) 1.27+0.01° 1.52+0.01° 1.50+0.01°  <0.001
TCI (% /dia) 0.44+0.01° 0.87+0.02" 1.01£0.03°  <0.001
IHS (%) 0.9620.09°% 1.46+0.10° 1.27+0.05°  <0.001
IGS (%) 4.98+0.89" 5.72+0.67°  3.10+0.37%°  0.013
IDS (%) 5.06+0.35° 4.04+0.14° 3.38+0.13* <0.001
Grasa perivisceral (%) 0.24+0.06° 3.17+0.15° 3.98+0.19° <0.001
Rendimiento de la carcasa (%)  87.09+0.98°  82.66+0.59°  86.10+0.51" <0.001
Incremento de densidad (%) 72.31+10.01%  177.00+25.73" 207.41+11.45° 0.001
e 2.27+£0.13 ns
IDef (%) 19.42+0.49° 27.51+0.75° 27.18+1.41°  0.006
Supervivencia (%) 100 99.84+6.10 95.04+3.64 ns

Los valores mostrados son media + SEM; n = 300, para peso corporal final, longitud total final total, K
(Factor de condicién final) y TCI (Tasa de crecimiento instantaneo); n = 12 para IHS (indices
hepatosomatico), IGS (indice gonadosomético), IDS (indice digestivosomatico) grasa perivisceral y
rendimiento de la carcasa; n = 3 (lotes de peces) para el aumento de densidad, para IC (indice de
conversion alimenticia), IDef (Incidencia de peces con deformidades corporales visibles) y supervivencia.
Diferentes letras denotan una diferencia significativa (P < 0.05), (ns) no significativa. E (Extensivo), S-I
(Semi-intensivo) e | (Intensivo).
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El indice de grasa perivisceral también reflejé esta misma tendencia, con valores
mas altos en | seguidos de S-1y finalmente, valores méas bajos en E.

Los valores de factor de condicion (K), fueron mayores en el grupo S-l,
mostrando los valores menores en el grupo E y valores intermedios en 1.

El indice hepatosomatico, asi con el indice de peces deformes (IDef) fueron
también menores en peces cultivados en sistema E, pero no mostraron diferencias en
entre las tencas de los otros dos sistemas | y S-I.

No fue posible realizar el andlisis del indice de conversion del alimento (IC) ya
que los grupos experimentales E y S-I tenian acceso a alimento natural que no se pudo
cuantificar.

Los valores mayores con respecto al indice gonadosomatico (IGS) se observaron
en los peces de los cultivos E y S-1, frente a los peces cultivados en las condiciones I.

Los valores mas elevados tanto en indice hepatosomatico (IHS) como en IGS
mostrados por tencas del sistema S-1 también condicionaron que este grupo mostrara el
valor mas bajo en cuanto al rendimiento de carcasa frente a los otros dos grupos | y E.
En cuanto a la supervivencia, no se observaron diferencias estadisticas entre los

animales en los tres sistemas de cultivo.

4.2.2. Parametros bioquimicos en el plasma de la tenca en
distintos sistemas de cultivo

Los diferentes sistemas de cultivo promovieron diferencias estadisticamente
significativas para el cortisol y la glucosa en plasma (Tabla VI), que fueron
estadisticamente inferiores en el grupo | en comparacién con Sly E.

En el caso de la glucosa el valor mas elevado se registré en el grupo S-1y el
grupo de peces en cultivo extensivo (E) mostr6 valores intermedios.

El contenido de colesterol, lipoproteinas (HDL, LDL) y proteinas plasmaticas
mostraron valores superiores y estadisticamente significativos en el grupo experimental
I. Para estos parametros, los resultados del grupo S-I mostraron valores intermedios
entre los grupos experimentales |1 y E. Por el contrario, los triglicéridos en plasma

fueron significativamente mas altos en los peces en cultivos E y S-1.
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Las hormonas tiroideas T3 y T4 en plasma siguieron un perfil similar, ya que los

peces en cultivo | mostraron valores significativamente menores de ambas hormonas en

comparacion con el grupo experimental de cultivo E.

Atendiendo a los electrolitos plasmaticos, los peces en cultivo | mostraron

valores significativamente menores de Na* en comparacion con los otros dos grupos (S-

| y E) siendo esta tendencia opuesta para la concentracion de CI°, que aumento

significativamente para el grupo | de peces. No se mostraron diferencias estadisticas

entre los animales de los tres sistemas de cultivo en relacion al K.

Tabla VI. Efecto de los diferentes sistemas de cultivo sobre pardmetros bioquimicos,
hormonas y electrolitos en plasma de tencas (Tinca tinca).

E S-1 | P

Cortisol (ug/dL) 29.11+2.81° 27.60 + 2.34 16.35 £ 2.33*  <0.001
Glucosa (mg/dL) 110.33+ 8.45° 144.58+12.56° 58.46 + 4.13* <0.001
Colesterol (mg/dL) 146.00 + 2.42* 17567 +7.06°  179.83+6.79° <0.001
HDL (mg/mL) 61.42 + 3.57° 82.83 + 4.06" 121.69+ 6.06° <0.001
LDL (mg/mL) 10.50 + 0.77° 12.42 +1.33° 15.54 +1.03"  0.006
Triglicéridos (mg/dL)  140.92+5.65° 167.00 + 4.38° 101.54+4.78% <0.001
Proteina total (mg/mL)  34.75 + 2.16° 52.44 + 2.30° 71.11+£2.76° <0.001
T3 (ug/mL) 6.05+0.79" 5.59+0.31° 3.59+0.17°  0.002
T4 (ng/mL) 3.8+0.5° 0.8+0.1 0.6+0.1*  <0.001
CI (mmol/L) 95.50+1.41° 94.00+1.16% 100.85+1.53°  0.007
K* (mmol/L) 1.05+0.2 0.68+0.05 1.35+0.28 ns

Na* (mmol/L) 140.67+1.16" 139.75+1.54° 134.69+1.47°  0.022

Los valores muestran media £ SEM siendo n = 12 para HDL (High density lipoprotein), LDL (Low
density lipoprotein), T3 (triyodotironina) y T4 (tiroxina). Diferentes letras denotan una diferencia
significativa (P < 0.05). (ns) no significativa. E (Extensivo), S-I (Semi-intensivo) e | (Intensivo).
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4.2.3. Actividad de enzimas relacionadas con el metabolismo
intermediario de la tenca en distintos sistemas de cultivo

Las actividades de las enzimas hepaticas GPT, GOT y CS fueron
significativamente mayores en los peces en cultivos E y S-1 en comparaciéon con el
grupo | (Tabla VII). Por el contrario, las actividades de PK y HOAD fueron mayores en
los peces en cultivo | con respecto a E y S-I aunque ésta ultima (HOAD) no llegé a
mostrar diferencias estadisticamente significativas.

Finalmente, la actividad de LDH mostro el valor mas alto en S-1 en comparacion

con los grupos E e I.

Tabla VII. Influencia de los distintos sistemas de cultivo en el metabolismo
intermediario del higado de la tenca (Tinca tinca).

E S-I | P
GPT (mU/mg proteina)  247.23+40.19%° 312.09+30.23° 197.72+19.65° 0.023

GOT (mU/mg proteina) ~ 846.23+139.48% 986.03+95.05° 659.93+69.74° 0.05

CS (mU/mg proteina) 48.13+7.71°  61.66+5.27°  32.34+4.16*  0.02
HOAD (mU/mg proteina) 6.25+0.86 7.18+1.31 11.18+3.61 ns
LDH (U/mg proteina) 1.18+0.21° 2.04+0.21° 1.41+0.25*  0.023
PK (mU/mg proteina) 36.34+5.63°  80.12+7.41% 248.69+42.40° <0.001

Los valores indican media + SEM (n = 12). Diferentes letras denotan una diferencia significativa (P <
0.05), ns (no significativa). GOT (Glutamato oxaloacetato transaminasa), GPT (Glutamato piruvato
transaminasa), CS (Citrato sintasa), HOAD (B-Hidroxiacil-CoA deshidrogenasa), LDH (Lactato-
deshidrogenasa), PK (Piruvato kinasa), E (Extensivo), S-1 (Semi-intensivo) e | (Intensivo).

Las actividades de todas las enzimas plasmaéticas relacionadas con el
metabolismo intermediario analizadas mostraron valores estadisticamente significativos
mas altos en los peces en cultivo E en comparacion con los grupos S-1 e 1, a excepcion

de la enzima GPT para la que el grupo S-1 mostrd el valor mas alto (Tabla VIII).
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Tabla VIII. Influencia de los distintos sistemas de cultivo en el metabolismo
intermediario en el plasma de la tenca (Tinca tinca).

E S-1 I P
GPT (mU/mg proteina) 1.28+0.1%® 1.68+0.13" 1.02+0.18*  0.012
GOT (mU/mg proteina) 15.18+1.18° 8.36+0.45° 7.68+1.06°  <0.001
LDH (mU/mg proteina) 75.86+9.21" 27.13£3.36°  40.22+4.01* <0.001
PK (mU/mg proteina) 31.54+4.96°  13.63+1.15°  14.47+1.30*  0.002

Los valores indican media £ SEM (n = 12). Diferentes letras denotan diferencias significativas (P < 0.05).
GOT (Glutamato oxaloacetato transaminasa), GPT (Glutamato piruvato transaminasa), LDH (Lactato-
deshidrogenasa), PK (Piruvato kinasa), E (Extensivo), S-1 (Semi-intensivo) e | (Intensivo).

4.2.4. Estado oxidativo en higado y en plasma de la tenca en
distintos sistemas de cultivo

Los valores de actividad de las enzimas antioxidantes en el higado fueron

estadisticamente mas altos en los grupos E y S-1 que en | (Tabla IX).

Tabla IX. Influencia del sistema de cultivo en el estado oxidativo del higado de la tenca
(Tinca tinca).

E S-l | P
SOD (U/mg proteina) 254.26+17.15° 295.08+27.06" 173.07+8.61°  0.001
Catalasa (U/mg proteina)  214.68+21.65° 232.79+17.91° 141.91+9.32°  0.001
GPX (mU/mg proteina) 170.18+21.22° 236.55+16.23° 163.46+10.19*° 0.006
GR (mU/mg proteina) 13.49+0.99° 11.79+0.89° 6.95+0.32° <0.001
GST (mU/mg proteina) 142.60+14.14  150.53+13.89  110.20+7.00 ns
DTD (mU/mg proteina) 5.76+1.30% 7.29+0.83° 3.94+0.22°  0.026
G6PDH (mU/mg proteina) ~ 79.88+14.89°  136.66+12.3°  92.31+7.73° 0.08
MDA (mg/mL) 6.08+1.89 6.06+0.81 5.89+0.58 ns

Los valores indican media £ SEM (n = 12). Diferentes letras denotan una diferencia significativa (P <
0.05). ns (no significativo). SOD (Superdéxido dismutasa), GPX (Glutatién peroxidasa), GR (Glutation
reductasa), GST (Glutation-S-transferasa), DTD (DT-diaforasa), G6PDH (Glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa), MDA (Malondialdehido), E (Extensivo), S-1 (Semi-intensivo) e | (Intensivo).
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Estas diferencias fueron estadisticamente significativas para la actividad de
SOD, CAT, GR, G6PDH y DTD. Finalmente, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas para la concentracion de MDA entre los grupos
experimentales.

En la tabla X se muestra que las actividades de las enzimas antioxidantes
analizadas en plasma (SOD, CAT, GPX, GR y GST) fueron significativamente mayores
en los animales cultivados en el sistema E en comparacién con los peces del grupo en
cultivo 1. Los resultados del grupo S-1 mostraron valores intermedios entre los grupos

experimentales | y E.

Tabla X. Influencia del sistema de cultivo en el estado oxidativo del plasma de la tenca
(Tinca tinca).

E S-1 | P
SOD (U/mg proteina) 4.36+0.26° 2.57+0.07" 1.8+0.16*  <0.001
Catalasa(mU/mg proteina) 661.58+144.45° 500.56+101.64%° 284.56+55.23* 0.05
GPX (mU/mg proteina) 15.51+1.35° 5.85+0.66 3.43+0.50* <0.001
GR (mU/mg proteina) 1.54+0.19" 0,53+0.04° 0.34+0.04* <0.001
GST (mU/mg proteina) 195.68+25.60°  146.56+15.59®  122.18+10.43* 0.027
DTD (mU/mg proteina) 0.14+0.05 0.10£0.02 0.04+0.01 ns

Los valores indican media + SEM (n = 12). Diferentes letras denotan una diferencia significativa (P <
0.05). ns (no significativo). SOD (Superéxido dismutasa), GPX (Glutation peroxidasa), GR (Glutatién
reductasa), GST (Glutation-S-transferasa), DTD (DT-diaforasa), E (Extensivo), S-1 (Semi-intensivo) e |
(Intensivo).

4.2.5. Parametros inmunoldgicos en el plasma de la tenca en
distintos sistemas de cultivo

En cuanto a los parametros inmunoldgicos analizados (Tabla XI), los resultados
revelaron valores significativamente menores de inmunoglobulina total y contenido de

globulina sérica en los peces cultivados en sistema E frente a los otros dos grupos,
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observandose ademas los mayores valores respecto a la inmunoglobulina total en el
grupo |.

No se observaron diferencias significativas en la actividad hemolitica ni
tampoco en la de hemaglutinacion entre los tres grupos experimentales.

Tampoco se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas respecto de
los valores de hematocrito, de hemoglobina y de la actividad respiratoria de leucocitos
(burst activity), aunque estas tres variables presentaban una tendencia similar a la
encontrada en las actividades peroxidasa, lisozima y lipoxigenasa, que si mostraron
diferencias significativas, siendo los valores mayores correspondientes al grupo

experimental de cultivo E y menores al grupo 1.

Tabla XI. Influencia de diferentes sistemas de cultivo en el perfil inmunoldgico en

plasma dela tenca (Tinca tinca).

E

S-1

P

Globulina sérica (mg/mL)

Inmunoglobulina total (mg/mL)

30.89+5.42% 88.38+4.01° 62.67+5.97° 0.0001
23.41+2.00% 36.21+2.13° 54.70+2.93° 0.0001

Actividad hemolitica (Ln) 5.92+0.08 6.33+0.19 6.00+0.08 ns
Hemoaglutinacion (Ln) 5.92+0.15 6.42+0.15 5.92+0.15 ns
Actividad respiratoria (D.O.) 0.27£0.01 0.26x0.01 0.25+0.01 ns
Actividad peroxidasa (D.O.) 2.51+0.26° 2.02+0.27° 1.03+0.13* 0.0001
Actividad lisozima (ug/mL of equiv.HEWL) 1.74+0.31° 1.50+0.16" 0.60+0.13% 0.0001
Actividad lipoxigenasa (mU/mg proteina)  0.30+0.01° 0.23+0.01° 0.16+0.00* 0.0001

Hematocrito (%)
Hemoglobina (g / L)

Linfocitos / granulocitos

31.17+1.59° 29.45+1.14° 23.51+1.32% 0.022

18.39+1.53 17.39+0.51 15.82+0.40
15.27+3.10* 16.72+3.95% 27.14+2.26"

ns

0.05

Los valores son la media £ SEM (n = 12). Las letras diferentes indican diferencias significativas (P <
0.05). ns (no significativa). E (Extensivo), S-I (Semi-intensivo) e | (Intensivo).

La relacion entre linfocitos y granulocitos presentd diferencias significativas (P

< 0,05) siendo el grupo experimental | en que mostrd valores mas altos (27,14 + 2,26)
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en comparacion con los grupos Sl y E que manifestaron valores similares entre si (16,72
+ 3,95y 15,27 £ 3,10, respectivamente).

4.2.6. Analisis histoldgico del digestivo de la tenca en distintos
sistemas de cultivo

4.2.6.1. Estudio histoldgico del intestino de la tenca en distintos
sistemas de cultivo

Los cortes histoldgicos del intestino de la tenca en los tres sistemas de cultivo

mostraron diferencias morfologicas significativas (Tabla XII, Fig. 22).

Tabla XII. Influencia de los distintos sistemas de cultivo en la morfologia del intenstino
de la tenca (Tinca tinca).

E S-1 | P
Intestino proximal
Longitud vellosidades (%)  21.94+1.18° 25.02+0.85%  39.90+2.66" <0.001
Grosor vellosidades (%) 8.44+0.61 8.84+0.35 8.32+0.50 ns
Espesor capa muscular (%) 18.15+2.08° 26.18+1.07° 22.35+1.68" 0.024
Intestino medial

Longitud vellosidades (%)  32.22+0.93*  44.62+0.77°  46.92+1.18" <0.001
Grosor vellosidades (%) 11.66+0.54  11.17+0.67 11.05+0.60 ns
Espesor capa muscular (%) 12.10+0.65° 17.52+0.88°  14.34+0.84" <0.001

Los valores indican media = SEM, n = 10, del porcentaje con respecto al radio de la seccidn transversal
analizada. Diferentes letras denotan diferencias significativas (P < 0.05), ns (no significativo). E
(Extensivo), S-1 (Semi-intensivo) e | (Intensivo).

En el grupo experimental E, las vellosidades fueron mas cortas y la capa
muscular menos gruesa frente a los demas grupos, tanto en el intestino proximal como
en el medial, aunque no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en las

vellosidades del intestino proximal de estos peces en cultivo E frente al grupo S-I. El
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espesor de la capa muscular fue mayor en el grupo S-I tanto en el intestino proximal
como en el medial, aunque solo en este Ultimo se mostraban diferencias
estadisticamente significativas con respecto al resto de los grupos de cultivo extensivo e

intensivo.

Figura 22. Influencia de los distintos sistemas de cultivo en la morfologia del intestino proximal de la
tenca (Tinca tinca). E (Extensivo), S-I (Semi-intensivo) e | (Intensivo). Las imagenes corresponden a tres
secciones transversales del intestino proximal donde se observa un mayor diametro de la luz intestinal en
los peces en cultivo E, ademas de un deterioro de las vellosidades de la mucosa intestinal. Las peces en
cultivo 1, mostraron una superficie de absorcion intestinal incrementada, ligada a un didmetro de la luz
intestinal més reducido. Tincion Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 1.000 pum.

Un analisis mas detallado a mayores aumentos del intestino proximal (Fig. 23)
mostré un deterioro de la parte apical de la vellosidades en los peces cultivados en los
sistemas extensivo (E) y semi-intensivo (S-1) que afecté al epitelio, donde se observa un
aumento del espacio entre células epiteliales y una retraccion de las mismas. Ademas,
en determinadas zonas se observa incluso una protrusion del corion hacia la luz
intestinal. Por otro lado, en las secciones de intestino de peces en cultivo intensivo (1)
se observa que la integridad de las vellosidades apenas esta afectada, con un borde en
cepillo claro y definido. Ademas, estos animales mostraron un aumento de la superficie
de absorcion con una elevada longitud de las vellosidades asociada a la aparicion de
numerosos pliegues.

En el intestino medial no se observo un deterioro tan evidente de las vellosidades

en ningun grupo experimental (resultados no mostrados).
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Figura 23. Micrografia de vellosidades del intestino proximal de tenca (Tinca tinca) en las tres
condiciones de cultivo. Se observa un deterioro y protrusion del corion (c) en la zona apical de las
vellosidades (flecha), con separaciones entre las células epiteliales en los animales bajo cultivo extensivo
(E) y semi-intensivo (S-1). Los animales bajo cultivo intensivo (I) motraron un tejido sin deterioro en
vellosidades con un aumento de la superficie de absorcion debida a un alto nimero de pliegues de la
mucosa. Tincién Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 100 pum.

4.2.6.2. Estudio histologico del higado de la tenca en distintos
sistemas de cultivo

El andlisis microscopico del higado de tenca (Fig. 24) mostréd algunas
diferencias relativas en animales bajo diferentes condiciones de cultivo. En los peces del
cultivo extensivo, los hepatocitos mostraron un citoplasma de aspecto homogéneo,
mientras que en los grupos S-1 e | los hepatocitos presentaban un citoplasma menos
teflido y con aspecto granular.

Con relacion a la irrigacion vascular, los animales E mostraron una moderada
dilatacion de los sinusoides, en algunos casos con presencia de células sanguineas y que
no fue tan patente en los dos restantes grupos.
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las tres condiciones de cultivo. Se observan

(flecha). V (vena post

la tenca (Tinca tinca) en

fa del higado de

Figura 24. Micrograf

sinusoidal). E (Extensivo), S-I

cordones de hepatocitos con sinusoides sanguineos

(Semi-intensivo) e | (Intensivo). Tincién Hematoxilina-Eosina. Escala: 100 pm.
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4.3. DISCUSION

La acuicultura es actualmente la alternativa a la produccién de proteinas de
origen animal para el consumo humano. Pero la piscicultura ain necesita muchos
avances en aspectos de bienestar animal para garantizar que un aumento en la
produccion sea paralelo al esfuerzo por evitar el sufrimiento de los animales durante su
cultivo por lo que hoy en dia, el bienestar de los peces es un aspecto prioritario a
considerar en la piscicultura (Huntingford et al., 2006). Para ello, se necesitan estudios
como este, que tienen como objetivo mostrar cuéles son las condiciones de cultivo més
apropiadas para una especie con un interés creciente en la acuicultura, como es la tenca.

Por otro lado, uno de los desafios mas importantes en la acuicultura es
proporcionar al consumidor productos de buena calidad, de acuerdo con sus
caracteristicas nutricionales, organolépticas y sanitarias (Sanchez-Muros et al., 2016).

El estudio de las caracteristicas biométricas, hematoldgicas, bioquimicas e
histoldgicas de las especies de peces en cultivo es necesario para mejorar los sistemas
productivos en acuicultura, ya que estas son herramientas importantes para discriminar
entre animales sanos, enfermos o estresados. (O'Neal y Weirich, 2001; Melis y Anedda,
2014).

El presente estudio se centra en la evaluacion de parametros e indices
relacionados con el crecimiento, la actividad metabdlica y el estado oxidativo, asi como
de diferentes pardmetros hematoldgicos, con especial énfasis en aquellos relacionados
con la respuesta inmune, ademas del analisis histoldgico del intestino e higado de esta
especie mantenida en tres sistemas de cultivo diferentes: intensivo (I, tanques circulares,
densidad inicial 2,5 kg / m® y condiciones de cultivo controladas y aisladas del medio
natural: temperatura, fotoperiodo, alimentacion regular diaria), semi-intensivo (Sl,
estanques en invernadero, densidad inicial 0,42 kg / m® temperatura parcialmente
controlada, alimentacion natural méas suplemento con alimento artificial y fotoperiodo
natural) y extensivo (E, estanques con vegetacion natural en el fondo, densidad inicial

de poblacién de 0,07 kg / m®, temperatura, fotoperiodo y alimentacién naturales).
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4.3.1. Crecimiento e indices biométricos de la tenca en distintos
sistemas de cultivo

El cultivo intensivo de peces implica generalmente aumento en las densidades
utilizadas. En este sentido, varios estudios han mostrado que el hacinamiento esta
relacionado con la respuesta al estrés en los peces (Ellis et al., 2002; Jentoft et al., 2005;
Procarione et al., 1999; Sanchez-Muros et al., 2016). Asimismo, se habia mostrado una
relacion inversa entre la densidad y el crecimiento en la tenca (Fleig y Gottschalk, 2001;
Rennert et al., 2003). Sin embargo, en este estudio, se mostré un aumento significativo
del crecimiento y los indices relacionados en tencas bajo el régimen de cultivo intensivo
(1), en comparacién con los sistemas semi-intensivo (S-1) y extensivo (E) (Fig. 25).
Esta relacion directa entre la densidad y el crecimiento de la tenca concuerda con los
resultados obtenidos por Celada et al. (2007a) y Pantazis (2012).
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Figura 25. Datos de crecimiento individual en tencas (Tinca tinca) cultivadas bajo distintos sistemas de
cultivo. Los datos reflejan medias + en porcentajes con respecto al maximo valor de cada variable
considerado 100. (n = 315). Distintas letras denotan diferencias significativas, (P < 0.05). K (indice de
condicién), TCI (Tasa de crecimiento instantaneo), E (Extensivo), S-1 (Semi-intensivo) e | (Intensivo).

Ademas, el mayor crecimiento observado en el grupo experimental de cultivo |
puede estar influenciado por otros pardametros inherentes a este sistema de cultivo como

temperatura, fotoperiodo y alimentacion controlados. Contrariamente, en las otras

94



Evaluacién del bienestar de la tenca en distintos sistemas de cultivo

condiciones de cultivo ensayadas (S-1 y E) parece haberse desencadenado una respuesta
natural hacia algunas variables como el fotoperiodo y termoperiodo, hecho que, como se
discutira més adelante, fue determinante para su desarrollo gonadal.

Cabe sefalar que el menor porcentaje de deformidades corporales detectadas en
los peces bajo cultivo E en comparacion con los animales S-1 e | (Fig 26), coincide con
ensayos previos en tenca en condiciones de cultivo similares, que sugieren la
posibilidad de deficiencias nutricionales asociadas al régimen de alimentacion artificial
(Kamler, et al., 2006; Pantazis y Hatzinikolaou, 2011; Rennert, et al., 2003; Wolnicki,
et al.,, 2006). Las tencas en condiciones S-1 e | compartieron un régimen de
alimentacion a base de pienso con una formulacion no especifica para tenca (alimento
para ciprinidos). En este sentido, un estudio exhaustivo sobre los requerimientos
nutricionales especificos de la tenca facilitaria la formulacion de una dieta balanceada

para esta especie que minimizara estos problemas.
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Figura 26. Datos de crecimiento por lotes en tencas (Tinca tinca) mantenidas bajo distintos sistemas de
cultivo. Los datos reflejan medias + SEM en porcentajes con respecto al maximo valor de cada variable
considerado 100, siendo n = 3. Distintas letras denotan diferencias significativas, (P < 0.05), IDef
(Incidencia de peces con deformidades corporales visibles), E (Extensivo), S-l1 (Semi-intensivo) e |
(Intensivo).

Respecto a la supervivencia de los peces registrada en este estudio, todos los
grupos mostraron valores altos y muy satisfactorios, sin diferencias significativas entre
ellos, mayores en cualquier caso a los resultados expresados por otros autores como

Celada et al. (2007) en condiciones controladas y similares a los obtenidos por Pantazis
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(2012) para peces de similar tamafio. En estudios realizados por otros autores en
cultivos en estanques, que podrian representar condiciones similares a las de los grupos
E y S-1, se encontraron mortandades proximas al 50% de la poblacion (Fullner y Pfeifer,
1994).

Debido a la imposibilidad de estimar el alimento natural presente en las
condiciones de cultivo E y S-1, el indice de conversion del alimento (IC) solo pudo
estimarse en peces bajo cultivo | (Tabla V). Aun asi, los resultados muestran que este
indice (I1C) fue aparentemente mejor que los resultados proporcionados por otros autores
para la misma especie y en peces de tamafio similar (Pantazis, 2012; Pantazis y
Hatzinikolaou, 2011).

En este ensayo, la alimentacion artificial aportada a los peces de las condiciones
experimentales S-1 e I implicé un suministro superior de nutrientes que, de acuerdo con
los parametros biométricos analizados, podria estar relacionado con un aumento re
reservas en el higado y un consecuente aumento del indice hepatosomatico (IHS)
observado en estos animales en comparacion con aquellos mantenidos con alimentacion

exclusivamente natural (Fig. 27).

E S-I ml
120 - b |
b c
100 - I b b
b ¢ £
! b
I I
2 60 - a a

40 -

20 -
a
I

0 T T T T
IHS IGS IDS Grasa Rendimiento

perivisceral de la carcasa

Figura 27. Resultados biométricos en tencas (Tinca tinca) mantenidas bajo distintos sistemas de cultivo.
Los datos reflejan medias + SEM en porcentajes con respecto al maximo valor de cada variable
considerado 100, n = 12. Distintas letras denotan diferencias significativas (P < 0.05), IHS (indice
hepatosomatico), 1GS (indice gonadosomatico), IDS (indice digestivosomatico), Grasa perivisceral, y
Rendimiento de la carcasa E (Extensivo), S-1 (Semi-intensivo) e | (Intensivo).
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Los peces sin este aporte de nutrientes y con la alta demanda energetica
mantenida para hacer frente al desarrollo gonadal pudieron ver mermadas sus reservas
hepéticas de glucégeno, observandose asi un menor IHS.

Xu et al. (2001) encontraron resultados en perca (Perca fluviatilis) que
demostraban una relacion directa entre los niveles de lipidos en la dieta y el porcentaje
de lipidos almacenados en el higado. En este sentido, la mayor ingesta de lipidos
también explicaria la mayor acumulacion de grasa perivisceral en los lotes S-1'y | (De
Pedro, et al., 2001; Grigorakis, et al., 2002; Nassour y Léger, 1989; Peres y Oliva-Teles,
1999).

En los peces mantenidos bajo condiciones de cultivo E se observé una relacion
inversa entre IHS y IGS. Esta correlacion inversa ha sido observada en otras especies
(Kang, et al., 2013). En este sentido, la influencia del fotoperiodo y natural habria y
quizas el termoperiodo, habrian desencadenado la maduracion gonadal en estos peces,
promoviendo una movilizacion de las reservas nutricionales de los tejidos como el
higado hacia las gonadas en desarrollo (Guijarro, et al., 2003; MacFarlane y Norton,
1999). Ademas, este proceso se veria acentuado por una ingesta insuficiente para cubrir
el aumento en demanda energética asociada con el proceso reproductivo. Por otro lado,
los peces del grupo experimental S-lI, alimentados parcialmente con alimentos
artificiales, a pesar del desarrollo gonadal, no manifestaron una disminucion de IHS
como ocurre en las tencas bajo cultivo E.

Por lo tanto, cabe esperar que el desarrollo gonadal en los grupos E y S-1 haya
condicionado un menor crecimiento de estos con respecto a los peces cultivados en el
sistema .

El rendimiento de la carcasa es un parametro de crecimiento que tiene una
importante repercusién para el consumo (Basso et al., 2011). Los peces cultivados bajo
las condiciones E mostraron valores de rendimiento de la carcasa méas altos pero sin
diferencias estadisticamente significativas con respecto a los peces del grupo I. Ademas,
estos peces (E) mostraron un factor de condicion (K) mas bajo, relacionado
posiblemente con la falta casi total de grasa perivisceral y un IHS relativamente menor
que les di6 un aspecto mas silvestre. Este hecho representarian un factor muy positivo
en cuanto a su comercializacion, pero desde el punto de vista de la produccion no

supondria una ventaja ya que el crecimiento de estos peces fue notablemente menor.
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4.3.2. Parametros bioquimicos en el plasma de la tenca en distintos
sistemas de cultivo

De acuerdo con las fases de respuesta al estrés, se ha descrito que el estrés
primario se manifiesta con el aumento de los niveles de cortisol en plasma (Acerete et
al., 2004; Ellis et al., 2012; Jentoft et al., 2005). En este sentido, se han encontrado
opiniones diversas sobre los efectos del hacinamiento en la respuesta al estrés,
mostrando niveles altos del cortisol (Pickering y Stewart, 1984), niveles méas bajos
(Dhabhar et al., 1995; Vijayan y Leatherland, 1988; Wojtaszek et al., 2002) o ausencia
de cambios (Aalimahmoudi et al., 2016; Hasanalipour et al., 2013; Rafatnezhad et al.,
2008) .

Varios estudios indican que los niveles de cortisol en el plasma pueden ser méas
altos en los peces sexualmente maduros (Barry et al., 2001; Milla et al., 2009; Rocha y
Reis-Henriques 1999; Westring et al., 2008; Ya-yi et al., 2001). Estos resultados
respaldarian los datos encontrados en el presente estudio, ya que los peces E y S-I, con
mayor IGS (Fig. 27), presentaron niveles significativamente més elevados de cortisol

plasmatico que los peces cultivados en el sistema | (Fig. 28).
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Figura 28. Parametros bioquimicos, hormonas e iones en tencas (Tinca tinca) mantenidas bajo distintos
sistemas de cultivo. Los datos reflejan medias + SEM en porcentajes con respecto al maximo valor de
cada variable considerado 100, n = 12, Distintas letras denotan diferencias significativas, (P < 0.05), E
(Extensivo), S-1 (Semi-intensivo) e | (Intensivo).
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Por otro lado, los cambios en los niveles de glucosa en plasma podrian
considerarse un indicador Gtil del estrés agudo en peces, aunque segun otros autores este
pardmetro seria menos preciso que el cortisol (Wedemeyer et al., 1990; Pottinger, 1998;
Cho et al., 2015).

La liberacién de catecolaminas en la respuesta primaria al estrés también
promueve un aumento en la glucosa plasmética mediante la estimulacion de la
glucogenolisis y, a mé&s largo plazo, de la activacion de la gluconeogénesis mediada por
cortisol (Bonga, 1997; Cho et. al, 2015; Tort et al., 2004). Por otro lado, hay otros
factores que pueden desencadenar un aumento de la glucemia, como el estado
nutricional, la edad y el estado de maduracion o la temperatura del agua. En este
estudio, los niveles méas altos de glucosa en plasma se obtuvieron en los peces de los
grupos experimentales S-1'y E. La maduracion gonadal, expresada como un mayor valor
de IGS (Fig. 27), podria explicar el nivel mas alto de cortisol en estos peces y, en
consecuencia, los niveles de glucosa también mas altos, que fueron significativamente
mayores en animales S-1.

El hecho de que los peces con mayor densidad inicial (condiciones de régimen
intensivo 1, 2,5 kg/m®) mostraran los valores mas bajos de cortisol y glucosa (Fig. 28)
sugeriria que estos animales no estaban bajo una condicion estresante, siendo estos
resultados corroborados por los mejores datos obtenidos en cuanto a los parametros de
crecimiento en estos animales (Fig. 25). Parece que la densidad a la que se encontraban
los peces estaba dentro del rango adecuado de condiciones de cultivo para esta especie,
y también, el mantenerlos alejados de las fluctuaciones ambientales naturales
(fotoperiodo y temperatura) han podido evitar el efecto sobre la fisiologia de los peces
como ocurriria en los grupos experimentales S-1y E.

Varios factores bioticos y abioticos pueden afectar la liberacién de hormonas
tiroideas en los peces (Grau, 1988). En este sentido, se han encontrado resultados
contradictorios con respecto a los efectos del cortisol sobre los niveles de las hormonas
tiroideas. Asi, diferentes tipos de estrés o tratamiento con cortisol disminuyen los
niveles plasmaticos de T4 y/o T3 en diversas especies de peces (Arjona et al., 2011;
Brown et al., 1991; Coimbra y Reis-Henriques 2007; Pickering et al., 1982; Redding et
al., 1984; Vijayan et al., 1990). Las hormonas tiroideas tienen un papel fundamentar en
los procesos reproductivos de los peces y actdan en combinacion con la gonadotropina
para influir en el desarrollo ovérico de especies como carpin rojo, Carassius auratus

(Hurlburt, 1977). Otros autores encontraron que los niveles séricos altos de hormonas
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tiroideas pueden ser necesarios para la correcta utilizacion de los alimentos y de la
movilizacion de lipidos necesarios para la maduracién de los ovocitos (Pavlidis et al.,
2000) y este hecho posiblemente justificaria los valores méas altos encontrados en las
tencas bajo cultivos E y S-1.

El equilibrio i6nico de los peces se puede ver afectado por situaciones de estrés
de diversa indole (Bonga, 1997; Postlethwaite y Mcdonald, 1995), y el cortisol ejerce
un papel crucial en la regulacion de este equilibrio iénico (Mommsen et al., 1999).
Altos niveles de cortisol promoverian la activacion de la enzima Na'/K'-ATPasa y
también una disminucion significativa en la concentracion plasmatica de Na* y CI". En
este estudio, se observaron altos niveles de CI en peces cultivados a mayor densidad,
mientras que, por el contrario, presentaban valores mas bajos de Na® (Carneiro y
Urbinati, 2001; da Rocha et al., 2004; Laiz-Carrion et al., 2003; Postlethwaite y
Mcdonald, 1995; Ruane et al., 2002). Esto podria explicarse por la existencia de un
transporte independiente de Na* y CI” que, seglin Evans et al. (2011), en peces de agua
dulce esta acoplado al transporte de otros iones como NH;*, H" 0 HCOs". Diversos
autores (Tomasso et al., 1980; Twitchen y Eddy, 1994) han mostrado que el pez gato de
canal (Ictalurus punctatus) y la trucha arcoiris expuestos a altos niveles ambientales de
NH3 y NH4" presentaban una disminucion en el Na* plasmatico. Esto podria explicar
los resultados mostrados en peces en cultivo intensivo, que presentaban una
concentracion total de nitrogeno amoniacal (TAN) en agua algo mayor que los lotes S-I
y E (0,97 £ 0,74 del grupo | frente a 0,27 £ 0,16 y 0,26 + 0,11 mg / L de los grupos S-I
y E, Tabla Il).

Los cambios en algunos pardmetros plasmaticos como colesterol, lipoproteinas,
triglicéridos o proteinas totales podrian ser indicativos de una funcién fisiologica
afectada en los peces (Ajani, 2015, Cilecek, 2011; Mares et al., 2007; Wagner y
Congleton, 2004). La literatura es escasa con respecto a resultados sobre los cambios en
los metabolitos plasméticos en tencas en condiciones estresantes.

En el presente estudio se encontr6 que el colesterol, el HDL, el LDL vy las
proteinas totales aumentaban con la intensificacién del cultivo, al contrario que los
niveles de triglicéridos, que disminuian (Fig. 29). Los menores niveles de colesterol
hallados en los peces en cultivo E y S-1 podrian estar relacionados con su uso como
precursor de las hormonas sexuales esteroideas que podria asociarse con su maduracion

gonadal, de acuerdo con (Hemre et al., 2002; Nagahama, 1994).
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A pesar de que algunos autores declararon un aumento significativo de proteinas
plasméticas en peces bajo estrés agudo (Demers et al., 1994), otros mostraron una
disminucion en el colesterol y las proteinas en pargo (Pagrus major) bajo estrés por
manejo (Biswas et al., 2006), disminucion de las proteinas plasmaticas en carpines
dorados (Carassius auratus) sometidos a estrés cronico (Eslamloo et al., 2014) y
aumento de triglicéridos en el rodaballo (Scophthalmus rhumbus) bajo condiciones de
hacinamiento (Herrera et al., 2012).
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Figura 29. Pardmetros bioquimicos en tencas (Tinca tinca) mantenidas bajo distintos sistemas de cultivo.
Los datos reflejan medias + SEM en porcentajes con respecto al maximo valor de cada variable
considerado 100, n = 12. Distintas letras denotan diferencias significativas, (P < 0.05). HDL (High
density lipoprotein), LDL (Low density lipoprotein). E (Extensivo), S-1 (Semi-intensivo) e | (Intensivo).

Estos resultados previos apoyarian el presente estudio, en el que los niveles de
metabolitos plasmaticos analizados (colesterol y proteinas totales) indicarian una mejor
condicion general en peces en cultivo intensivo (1), seguido de semi-intensivo (S-1) y
extensivo (E). Ademas, los animales bajo cultivo intensivo mostraron el mejor
crecimiento que indudablemente podria suponer un mejor estado de bienestar.
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4.3.3. Actividad enzimadtica relacionada con el metabolismo
intermediario de la tenca en distintos sistemas de cultivo

Las enzimas transaminasas GPT y GOT, que estan involucradas en el
metabolismo de los aminoacidos, mostrarian una movilizacion de estas moléculas en el
higado (Ballantyne, 2001). En este estudio, la actividad de ambas enzimas fue
significativamente mayor en los peces en los sistemas de cultivo E y S-1 (Fig. 30). Este
hecho unido a una mayor actividad citrato sintasa (CS) apoyaria una activacion de los
procesos oxidativos para cubrir una mayor demanda de energia necesaria para la
maduracion gonadal de estos peces. Por el contrario, los peces en cultivo intensivo I,
que no se vieron afectados por las fluctuaciones ambientales y, por lo tanto, no

manifestaron maduracion gonadal, no mostraron una activacion relevante de estas rutas.
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Figura 30. Influencia del sistema de cultivo en el metabolismo intermediario del higado de tenca (Tinca
tinca). Los datos reflejan medias + SEM en porcentajes con respecto al maximo valor de cada variable
considerado 100, n = 12. Distintas letras denotan diferencias significativas, (P < 0.05). GOT (Glutamato
oxaloacetato transaminasa), GPT (Glutamato piruvato transaminasa), CS (Citrato sintasa), LDH (Lactato-
deshidrogenasa), PK (Piruvato kinasa), E (Extensivo), S-1 (Semi-intensivo) e | (Intensivo).

Por otro lado, podria argumentarse que los peces del grupo | tenian otras vias
metabdlicas activas, como la movilizacion de los lipidos apoyada por menores niveles
de triglicéridos en el plasma (Fig. 29), o la utilizacion de los carbohidratos, reflejada por
el aumento de la actividad PK en el higado (Fig. 30). De hecho, varios estudios

indicaron un aumento en la via glucolitica por la actividad PK, en respuesta a los altos
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niveles de carbohidratos en los alimentos (Metdn et al., 1999; Melo et al., 2016). Las
enzimas HOAD y PK son claves en la generacion de Acetil CoA, sustrato que se
metabolizaria a lo largo del ciclo de Krebs.

Los valores de las transaminasas plasmaticas (Fig. 31) son consistentes con los
descritos previamente en el higado de los peces, mostrando una mayor actividad GOT y
GPT en los sistemas de cultivo E y S-I. En algunos estudios se observa que los valores
plasméaticos de estas enzimas, asociados a los valores de LDH y PK, podria ser
atribuible a cierto dafio hepético (Kristoffersson et al., 1974; Asztalos y Nemcsok,
1985) aunque también podrian estar asociados al desprendimiento fisiolégico normal de

hepatocitos (Schmidt y Schmidt, 1974) méas que la ruptura del tejido hepético.
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Figura 31. Influencia del sistema de cultivo en el metabolismo intermediario en plasma de la tenca (Tinca
tinca) Los datos reflejan medias = SEM en porcentajes con respecto al maximo valor de cada variable
considerado 100, n = 12. Distintas letras denotan diferencias significativas, (P < 0.05). GOT (Glutamato
oxaloacetato transaminasa), GPT (Glutamato piruvato transaminasa), LDH (Lactato-deshidrogenasa), PK
(Piruvato kinasa), E (Extensivo), S-1 (Semi-intensivo) e | (Intensivo).

Yo

4.3.4. Estado oxidativo de la tenca en distintos sistemas de cultivo

Varios estudios desvelan que un desequilibrio en el estado oxidativo podria estar
asociado a alteraciones fisiologicas (Davies, 2000; Diaz et al., 2010; Furné et al., 2009,
2016; Hidalgo et al., 2017; Kiiciikbay, et al., 2009; Martinez-Alvarez et al., 2002; Ross
etal., 2001; Sanz et al., 2012, 2013; Sturve et al., 2008; Suérez et al., 2015; Trenzado et
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al., 2009). De hecho, la peroxidacion lipidica (medida como MDA) se propone como un
buen indicador de estrés / estado de bienestar en peces (Sanz et al., 2012; Sénchez-
Muros et al., 2014, 2016). En el presente estudio, la tencas bajo condiciones de cultivo
extensivo y semi-intensivo mostraron una mayor actividad antioxidante hepatica en
comparacion con los peces en un sistema de cultivo intensivo (Fig. 32). Esto pareceria
coincidir ademas con una actividad significativamente mayor de la glucosa 6P-
deshidrogenasa (G6PDH), enzima que proporciona potencial reductor (NADPH)
necesario para regenerar el glutation reducido por medio de la actividad de la glutation
reductasa (GR).
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Figura 32. Influencia del sistema de cultivo en el estado oxidativo del higado de la tenca (Tinca tinca).
Los datos reflejan medias + SEM en porcentajes con respecto al maximo valor de cada variable
considerado 100, n = 12. Distintas letras denotan diferencias significativas, (P < 0.05). SOD (Superoxido
dismutasa), GPX (Glutation peroxidasa), GR (Glutation reductasa), GST (Glutation-S-transferasa), DTD
(DT-diaforasa), G6PDH (Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa). E (Extensivo), S-1 (Semi-intensivo) e |
(Intensivo).

Los resultados parecen indicar que la influencia de las fluctuaciones ambientales
en los peces en los sistemas de cultivo E y S-1 habrian promovido una maduracién
gonadal asociada a una activacion general metabolica seguida por un aumento de los

sistemas antioxidantes para prevenir el dafio oxidativo.
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Los valores de MDA hepaticos son similares en los tres grupos experimentales
sin mostrar diferencias significativas, lo que indicaria la efectividad de los sistemas
antioxidantes, principalmente en peces cultivados en los sistemas E y S-I.

De forma similar, la respuesta antioxidante en plasma reveld valores mas altos
de actividad SOD, CAT, GR, GPX, GST y DTD en tencas bajo el sistema de cultivo E,
mostrando valores intermedios S-1 y la actividad antioxidante méas baja en el sistema de
cultivo I (Fig. 33).

Estos resultados estan de acuerdo con estudios de otros autores (Gabryelak et al.,
1983) que establecian un efecto de los cambios estacionales en las defensas
antioxidantes en algunas especies tales como la tenca, que mostraron valores mas altos

en primavera, de acuerdo con el comienzo del periodo de maduracion de los peces.
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Figura 33. Influencia del sistema de cultivo en el estado oxidativo en higado de la tenca (Tinca tinca). Los
datos reflejan medias = SEM en porcentajes con respecto al maximo valor de cada variable considerado
100, n = 12. Distintas letras denotan diferencias significativas, (P < 0.05). SOD (Superoxido dismutasa),
GPX (Glutatién peroxidasa), GR (Glutation reductasa), GST (Glutatién-S-transferasa), DTD (DT-
diaforasa), G6PDH (Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa). E (Extensivo), S-l1 (Semi-intensivo) e |
(Intensivo).

Ademas, las fluctuaciones de temperatura y especialmente los valores elevados
de concentracién de oxigeno en agua (que en peces en el sistema de cultivo E
alcanzaron 120% de saturacion) podrian explicar en parte una activacion del sistema de
defensas antioxidantes en peces E y S-I para prevenir la oxidacion de lipidos (niveles de
MDA) en una condicion hiperdxica (Halliwell y Gutteridge, 1989; Lushchak et al.,
2005; Bagnyukova, 2006).
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4.3.5. Pardmetros inmunoldgicos en el plasma de la tenca en
distintos sistemas de cultivo

Los cambios encontrados en algunos parametros hematoldgicos de los peces
dentro de unos limites ambientales tolerables no pueden considerarse como efectos
patoldgicos, sino como parte de mecanismos reguladores o de adaptacion (lvanc et al.,
2005).

Los valores de hemoglobina (Hg) y hematocrito (Ht) pueden aumentar en varias
especies para hacer frente a la demanda de oxigeno por parte de determinados tejidos
asociada a una mayor tasa metabolica bajo condiciones de estrés (Abdel-Tawwab M,
2005; Acerete et al., 2004; Cnaani et al., 2004; Tort et al., 2004). De hecho, Trenzado et
al. (2009) observaron un aumento significativo del hematocrito en la trucha arco iris en
condiciones de alta densidad.

Por otro lado, otros estudios relacionan el aumento de estos parametros con
ciclos estacionales, encontrando en la tenca niveles maximos en los meses de primavera
y verano (Collazos, et al., 1998; Guijarro, et al., 2003). Acorde con estos estudios, en
nuestro caso, encontramos un aumento de algunos pardmetros sanguineos en los peces
bajo los sistemas de cultivo S-1 y E, que posiblemente se asocie con la respuesta al
fotoperiodo natural y la temperatura. Asi hemos podido constatar un descenso del
hematocrito en los peces bajo condiciones I, de mayor intensificacion (Fig. 34).

Niveles elevados prolongados de cortisol en plasma pueden afectar al estado
inmunoldgico del pez (Ashley, 2007; Conte, 2004; Demers y Bayne, 1994; Ellis et al.,
2012). En pequefios vertebrados ademas, se sabe que parametros como la temperatura y
el fotoperiodo tienen capacidad de inmunomoduladores. Por lo tanto, se ha demostrado
el efecto de la temperatura sobre el sistema inmune de los peces tanto para la inmunidad
especifica como para los mecanismos inmunes no especificos (Collazos, et al., 1995).

Con respecto al nivel de inmunoglobulinas plasmaticas, los resultados obtenidos
en el presente estudio revelan una relacion inversa con respecto a la concentracion de
cortisol en plasma, mostrando que los animales en cultivo | tienen los valores mas altos
de inmunoglobulinas. Esta relacion esta de acuerdo con resultados previos mostrados
por otros autores (Chen et al., 2002; Nagae et al., 1994). Este efecto también puede
estar relacionado con la disminucion de los linfocitos (linfopenia) causada por altos
niveles de cortisol, en el caso de los peces de los grupos S-1 y E, ya que estos leucocitos

son principales responsables de la produccién de inmunoglobulinas. También
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deberemos tener en cuenta la mayor cantidad de proteina total en plasma, presente en
los peces en condiciones intensivas (Fig. 29), y que la medida de inmunoglobulinas se
realiza a partir del analisis de estas proteinas totales.

Por otro lado, algunos autores han evidenciado la falta de diferencias
significativas en los niveles totales de globulina de los peces bajo estrés (Eslamloo et
al., 2014). En la tenca, las variaciones estacionales de las globulinas se han descrito
anteriormente indicando valores més altos en verano y mas bajos en invierno (Guijarro
et al., 2003), aunque valores mas altos podrian también ser efecto de un mejor estado

nutricional (Fig. 34) .
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Figura 34. Parametros Sanguineos en tencas (Tinca tinca) mantenidas bajo distintos sistemas de cultivo.
Los datos reflejan medias + SEM en porcentajes con respecto al maximo valor de cada variable
considerado 100, n = 12, Distintas letras denotan diferencias significativas, (P < 0.05). E (Extensivo), S-I
(Semi-intensivo) e I (Intensivo).

En este estudio, los valores mas bajos de las globulinas se mostraron en peces en
cultivo E. Estos peces, aunque fueron sometidos a un fotoperiodo de primavera-verano,
podrian presentar un peor estado nutricional asociado con una dieta mas escasa.
Ademas, los valores mas bajos en globulinas totales y en inmunoglobulinas podrian
estar asociados con una menor cantidad de proteinas totales en plasma encontrada en los
peces de sistema extensivo segun podemos ver en la figura 29. A este respecto, el grupo

experimental S-1 mostré los valores mas altos y esto podria deberse a que convergen las
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dos condiciones descritas, la alimentacion adecuada y respuesta a la variacion estacional
natural.

La actividad peroxidasa es un potente agente bactericida donde el peroxido de
hidrogeno actia como oxidante de un sustrato reducido contribuyendo asi al
mantenimiento del equilibrio redox del sistema inmune (Guardiola et al., 2014).
Gabryelak et al. (1983) encontraron una relacion directa entre la actividad peroxidasa y
la estacionalidad en la tenca, mostrando los valores mas altos en primavera. Estos datos
estarian de acuerdo con nuestros resultados, ya que los peces que parecen haber
respondido a un fotoperiodo y a los cambios de temperatura naturales mostraron

también los valores mas altos de actividad peroxidasa (Fig. 35).
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Figura 35. Pardmetros inmunol6gicos en tencas (Tinca tinca) mantenidas bajo distintos sistemas de
cultivo. Los datos reflejan medias + SEM en porcentajes con respecto al maximo valor de cada variable
considerado 100, n = 12. Distintas letras denotan diferencias significativas, (P < 0.05). E (Extensivo), S-I
(Semi-intensivo) e I (Intensivo).

La lisozima es una enzima bactericida que hidroliza el peptidoglicano que
integra la pared celular bacteriana. La lisozima en los peces tiene una capacidad mayor
que la de las aves y los mamiferos, eliminando directamente los patdgenos bacterianos
Gram positivos y negativos sin la intervencion de la actividad del complemento (Ellis,
1999; 2001). En la bibliografia se ha mostrado un aumento (Demers y Bayne, 1997;
Mock y Peters, 1990; Montero et al., 1999) y también disminucion (Caruso et al., 2002;

Yildiz, 2006) de actividad en respuesta a diferentes factores estresantes. En este estudio,
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los resultados muestran que la actividad de la lisozima fue mayor en los peces
sometidos a los sistemas de cultivo S-1 y E, que fueron los que mantuvieron las
condiciones ambientales mas naturales. En esta linea, encontramos estudios que
establecen una relacion directa entre el fotoperiodo primavera-verano y la actividad
lisozima en la tilapia del Nilo (Atwood et al., 2003), halibut (Bowden et al., 2004) y
trucha arcoiris (Burgos et al., 2004).

La actividad lipoxigenasa (LOX) presente en los tejidos del pez (Hsieh et al.,
1988; Liu y Pan, 2004) cataliza la formacion de metabolitos bioactivos implicados en
procesos inflamatorios e inmunolégicos (Henderson, 1994; Samuelsson et al., 1987). La
lipoxigenasa produce una gama de &cidos grasos monohidroxilados como eicosanoides
que pueden estar implicados en la regulacion del sistema inmune por sus efectos
directos sobre células tales como macréfagos y linfocitos o indirectos a través de las
citoquinas (Rowley et al., 1995). Se ha manifestado una mayor actividad LOX de los
animales enfermos en comparacién con la misma actividad tisular de los sanos (Liu y
Pan, 2004). En este estudio, los animales bajo condiciones de cultivo intensivo (1)
mostraron una actividad disminuida en comparacién con aquellos cultivados en S-1y E.
Nuevamente, encontramos signos de buena salud y bienestar en los peces de cultivo 1.

Segun varios autores, el estrés produce en vertebrados una reduccion global de
linfocitos (Ellis, 1977; Pickering, 1984) y un aumento significativo de granulocitos
circulantes en el plasma (Benfey y Biron, 2000; Demers y Bayne, 1994; Dhabhar et al.,
1995, 1996; Van Rijn y Reina, 2010; Wedemeyer, 1990; Witeska et al., 2015). Los
valores de linfocitos y granulocitos obtenidos en el presente estudio se encontraban
dentro de un rango normal en la tenca (Modra et al., 1998).

Los valores méas altos de linfocitos se observaron en peces en cultivo | en
comparacion con los presentados en peces bajo un régimen semi-intensivo y extensivo.
Por el contrario, se encontraron valores mas bajos de granulocitos en peces bajo sistema
intensivo y mostraron valores significativamente més altos en peces en condiciones S-I
y E. De acuerdo con este perfil, los peces en cultivo intensivo mostraron una relacion de
linfocitos/granulocitos mayor en comparacion con los otros dos sistemas de cultivo.
Este hecho podria volver a ser indicativo de que el grupo | no se encontraba bajo
condiciones que pudieran causar algin tipo de estrés. Por el contrario los peces
mantenidos en los sistemas de cultivo S-1 y E mostraron un menor valor de la relacion
linfocitos/granulocitos que podria estar asociado a altos niveles de cortisol plasmatico

gue, como se menciond anteriormente, estarian condicionados por efecto del
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fotoperiodo natural primavera-verano. Estos resultados estarian respaldados por
estudios previos en tilapia que muestran aumento de granulocitos y disminucion de
linfocitos en primavera y verano, posiblemente asociados a una respuesta al estrés bajo
variaciones estacionales (Jerénimo et al., 2011).

Uno de los mecanismos bactericidas mas importantes conocidos en los peces es
la actividad de explosion respiratoria (burst activity). Varios autores han demostrado
una reduccion en esta actividad en diferentes especies de peces sometidos a estrés, como
dorada (Sparus aurata), lubina (D. Labrax) o tilapia (Oreochromis niloticus) (Barton e
Iwama 1991a; Montero et al., 1999; Vazzana et al., 2002). Witeska et al. (2015)
encontraron una disminucidon en esta actividad en el cacho (Leuciscus cephalus)
sometido a estrés de confinamiento pero no en la carpa comun (Cyprinus carpio)
sometidas al mismo tratamiento de estrés. En este estudio no se manifestaron
diferencias significativas en este pardmetro entre tencas cultivadas en los diferentes
sistemas de cultivo (Tabla XI).

Una mayor concentracion de neutréfilos en sangre y mayor actividad peroxidasa
en los grupos E y S-I podrian asociarse con el aumento de las sustancias reactivas de
oxigeno (ROS). Algunos autores relacionaban el aumento de especies reactivas con la
actividad del estallido respiratorio de neutréfilos y macréfagos (Rossi, 1986; Pietarinen-
Runtti et al., 2000; Eslamloo et al., 2014). Este hecho apoyaria una mayor actividad de
los mecanismos de contencién y defensa ante el estrés oxidativo observado por estos
grupos experimentales E y S-1 frente al grupo | (Figuras 32 y 33).

La evaluacion del sistema del complemento se usa ampliamente como indicador
de respuesta inmunitaria asociado a efectos tales como activacion celular, fagocitosis,
quimiotaxis, reaccion inflamatoria y lisis de células extrafias y patdgenos (Bayne y
Gerwick, 2001; Robertsen, 1999). Las alteraciones en la actividad hemolitica se pueden
utilizar para evaluar la influencia de varios factores, como infecciones, el impacto
ambiental y la nutricidn, sobre la actividad litica del sistema del complemento (Holland
y Lambris, 2002). Los resultados obtenidos con el suero de pacu (Piaractus
mesopotamicus) indicaron que un desafio bacteriano promovié la activacion de los
parametros de inmunidad innata manifestados en la actividad hemolitica mas alta de los
peces inoculados (Biller-Takahashi et al., 2013). En el presente estudio no se mostraron
diferencias en este parametro, lo que llevo a pensar que ninguna de las condiciones
experimentales (E, S-1 e 1) promovi6 un estado patoldgico que condujera a un proceso

infeccioso posterior.
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4.3.6. Analisis histolégico del digestivo de la tenca en distintos
sistemas de cultivo

4.3.6.1. Estudio histolégico del intestino de la tenca en distintos sistemas
de cultivo

Las diferencias morfoldgicas observadas en el intestino proximal de las tencas
cultivadas en distintos sistemas de cultivo parecen indicar un claro efecto de los factores
ambientales que han generado una respuesta fisioldgica y metabolica con el fin de hacer
frente a las alteraciones o procesos desarrollados en el organismo como la maduracién
gonadal. En la literatura, se ha puesto de manifiesto que una situacion de estrés agudo,
no es suficiente para producir alteraciones a nivel tisular en el intestino de peces (Olsen
et al., 2008). Sin embargo, la movilizacion de reservas energéticas ligada a un
incremento de la actividad celular sostenida en el tiempo, puede traducirse en un
deterioro a nivel tisular. En el presente estudio, este efecto se pone claramente de
manifiesto cuando se analiza la morfologia y la citoarquitectura intestinal. Los animales
bajo condiciones de cultivo extensivo mostraron un deterioro apical de las vellosidades
intestinales que afectd tanto al epitelio como al corion (Fig. 23). Estudios previos, ya
pusieron de manifiesto que los mecanismos adaptativos del pez frente a circunstancias
comprometidas relacionadas con el tipo de alimentacion provocaron una afectacion de
la mucosa intestinal ligada a procesos proteoliticos (Ostaszewska et al., 2006). Los
procesos degenerativos en los enterocitos observados en este blogque se traducirian en
una afectacién de la capacidad de absorcion, que unido a una menor disponibilidad del
alimento, justificaria el menor crecimiento mostrado en estos animales.

Curiosamente este efecto a nivel histolégico se manifestdé en menor grado en los
animales bajo cultivo semi-intensivo (S-1) no apareciendo en aquellos peces cultivados
bajo condiciones intensivas (I). De nuevo, y a la vista de los pardmetros enzimaticos y
bioquimicos analizados, se pone de manifiesto la influencia de los factores ambientales
forzando la maquinaria homeostatica en el pez y de como dicho efecto puede verse
minimizado por un aporte exdgeno de alimento. ElI hecho de contar con una
disponibilidad energética extra, haria que los procesos catabdlicos con fines energéticos
no se activaran de forma tan patente, no afectando por tanto a la integridad celular.

Finalmente, otro aspecto destacable es la relacion directa entre el consumo de

alimento exdgeno y el porcentaje de grasa perivisceral. En este sentido, los animales
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bajo cultivo intensivo pusieron de manifiesto desde un punto de vista histoldgico un

mayor deposito de tejido adiposo en capas circundantes al tubo digestivo.

4.3.6.2. Estudio histoldgico del higado de la tenca en distintos sistemas
de cultivo

El andlisis histologico hepético de los animales en cultivo extensivo mostro un
parénquima donde los hepatocitos presentaban un citoplasma bastante homogeéneo (Fig.
24). Es bien conocido el papel de los hepatocitos actuando como células de reserva de
moléculas energéticas como glucégeno o lipidos. Como ya se ha comentado
previamente, la influencia de las condiciones ambientales en estos animales podria
haber promovido un incremento de sus necesidades energéticas para hacer frente a
determinados procesos que alteran la homeostasis del pez como la maduracion gonadal,
explicando asi una movilizacion de las reservas hepéticas (Bonga, 1997; Tort et al.,
2004). Desde el punto de visto histolégico esto explicaria el descenso de depdsitos y
que en ultimo término se habria traducido en un descenso del indice hepatosomatico.
Dicha activacion de la glucogenolisis explicaria niveles elevados de la glucosa
plasmaética en este grupo. De igual manera, la movilizacion lipidica y la alimentacion
menos rica en los animales bajo cultivo extensivo justificaria la ausencia de depésitos
de reserva en el citoplasma de estos hepatocitos.

El incremento de la actividad de las enzimas hepaticas asociadas con el
metabolismo intermediario, como las transaminasas (GPT/GOT) y la citrato sintasa
(CS) en animales en cultivo extensivo y semi-intensivo (Fig. 30), sostenido en el tiempo
podria haber causado una alteracion tisular en estos animales, observandose una
dilatacion de los senos hepaticos (Ostaszewska et al., 2006). En parte, el aumento de la
actividad GPT/GOT a nivel plasmatico (Fig. 31) podria apoyar cierto alteracion tisular.
De igual manera, el higado juega un papel crucial en la produccion de lipoproteinas y
globulinas, de tal forma que una afectacion hepética se podria traducir en una alteracion
de los niveles plasmaticos de las mismas (Javed y Usmani, 2015), tal como manifiestan
sus valores significativamente inferiores en animales sometidos a cultivo extensivo
(Figuras 29 y 34).
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5.1. INTRODUCCION

En la acuicultura, los peces estan sometidos a diferentes fuentes de estrés debido
a las practicas inherentes del proceso productivo, como el manejo, la captura y el
confinamiento; con mucho, la causa mas comun de estrés es la densidad de poblacién
inadecuada (Rotllant et al., 1997). Tal es asi que El Consejo de Bienestar de los
Animales de Granja (1996), puso de relieve que la densidad de poblacién utilizada en la
piscicultura comercial es un "factor crucial que afecta el bienestar de los peces".

Desde un punto de vista econémico en la acuicultura intensiva, la inversion en
instalaciones y los gastos asociados al proceso productivo requieren del aumento de la
densidad de los cultivos para maximizar el rendimiento y los beneficios empresariales
(Iguchi et al., 2003; Rafatnezhad et al., 2008; Badiola et al, 2012; Tan, C., 2018). Pero
como ya se ha mencionado, el aumento de la densidad debe ser controlada por diversos
motivos que atafien al bienestar de los peces cultivados.

Los sistemas RAS (Recirculating Aquaculture System) son una buena opcién
ante la limitacion de espacio y de fuentes de suministro de aguas en condiciones
adecuadas para el cultivo intensivo (Badiola et al., 2012), reducen considerablemente el
uso del agua y la generacion de residuos, aumentan el control de algunos parametros
medioambientales y facilitan el control sanitario de los animales, ya que aisla el sistema
del medio ambiente (Verdegem et al., 2006; Dalsgaard et al., 2013). Se trata de sistemas
donde el agua circula varias veces a través de filtros tanto mecanicos, como quimicos y
biol6gicos (Losordo et al., 1998; Piedrahita, 2003). Ademas, en muchas ocasiones son
implementados con sistemas de aporte extra de oxigeno, desinfeccion por ultravioleta o
inyeccidn de ozono y provistos de controladores de temperatura y de otras variables.

La intensificacion de los cultivos, sobrepasando las capacidades del sistema,
puede llevar asociado inconvenientes como la degradacion de la calidad del agua con el
aumento de nitrégeno en sus distintas formas, aumento de fosfatos, disminucion de
oxigeno disuelto, cambios del pH y de otros parametros (Diana y Fast, 1989; Tidwell et
al., 1998, Sharma y Chakrabarti, 2004, Biswas et al., 2006). Ademas existe una amplia
bibliografia que relaciona el estrés con el aumento de la densidad de cultivo de peces
por encima de la densidad adecuada (Holm et al., 1990; Vijayan et al., 1990; Jorgersen
et al., 1993; Bjornsson, 1994; Yin et al., 1995; Tort et al., 1996; Alanara et al., 1996;
Lefrancois et al., 2001; Ellis et al., 2002; Ellis et al., 2003; Dibattista et al., 2005;

115



Efecto de la densidad de cultivo sobre el bienestar de la tenca

Martinez-Alvarez et al., 2005; Turnbullet al., 2005; Bolasina et al., 2006; David, 2006;
North et al. 2006; Xu et al., 2006; Ashley, 2007; Costas et al., 2008; Santos et al., 2010;
Attiaet al., 2012; Li et al., 2012; Sanz et al., 2012, 2013, ). Se pueden llegar a encontrar
efectos negativos también desde un punto de vista comercial, provocando que la textura
de la carne y el color de los peces cambie, dando lugar a un deterioro de la calidad del
producto (Johnston, 1999, Van der Salm, 2004).

Por otro lado encontramos evidencias que revelan que los efectos negativos de la
elevada densidad no se producen en todas las especies de peces ni circunstancias de
cultivo. Asi, estudios en especies como la lubina, (Dicentrarchus labrax) (Papoutsoglou
et al., 1998; Lupatsch et al., 2010), la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Bromage,
et al., 2006), el rodaballo (Scophthalmus maximus) (Martinez y Fernandez, 1991), en el
salmoén Atlantico (Salmo salar) (Berg y Danielsberg, 1992), del fletdn de California
(Paralichthys californicus) (Merino, et al., 2007), la trucha alpina (Salvelinus alpinus)
(Jorgensen et al., 1993), el pez conejo moteado, (Siganus rivulatus) (Saoud, et al.,
2008) o el esturion (Huso huso) (Aalimahmoudi et al., 2016) y en otros tantos ejemplos,
se pone de manifiesto el efecto positivo de la alta densidad en los cultivos.

En el caso concreto de la tenca, se ha constatado un marcado carécter gregario
(Garcia-Ceballos, et al., 1998) y se ha comprobado que también puede adaptarse a los
sistemas de cultivo intensivo (Wang et al., 2006; Kamler et al., 2006; Celada, 2007,
2009; Pantazis y Apokotou, 2009, Pantazis, 2012) pero no se han descrito
detalladamente las condiciones Optimas para su cultivo bajo estas condiciones, y menos
aun en peces adultos o sub-adultos. Asi pues, debido a que la densidad de cultivo
depende de la especie y de las condiciones ambientales, no se pueden extrapolar datos
de otros sistemas 0 de otras especies para el cultivo intensivo de tenca y coincidiendo
con la opinién de otros autores (Celada et al., 2007, 2009), se deberian realizar mas
estudios al respecto, que repercutan positivamente sobre el bienestar de los animales, su
crecimiento y la calidad del producto final ofrecido al consumidor.

En esta Tesis Doctoral se ha evaluado el efecto de diferentes densidades de cultivo
intensivo: densidad control (CD, inicial de 2,5 kg / m®), una alta densidad (AD,
densidad inicial de 5 kg / m®) y un Gltimo grupo experimental con una densidad menor
(BD, 1,6 kg / m®), sobre variables fisiologicas relacionadas con el crecimiento,
bioquimica sanguinea, enzimas del metabolismo intermediario, el estado oxidativo y del

estado inmunoldgico de la tenca (Tinca tinca).
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5.2. RESULTADOS

5.2.1. Crecimiento e indices biométricos de la tenca bajo distintas
densidades de cultivo

Los peces cultivados a distintas densidades; Alta densidad (AD), Control
densidad (CD) y Baja densidad (BD), durante 15 semanas fueron analizados para
evaluar pardmetros de crecimiento, indices relacionados e indices biométricos (Tabla
XI11).

Tabla XIII. Pardmetros de crecimiento e indices relacionados en la tenca (Tinca tinca)
bajo diferentes densidades de cultivo.

AD CD BD

(5 kg/m?) (2.5 kg/m®) (1.6 kg/m?) P
Peso final (g) 21.46+0.66° 23.38+0.75® 24.21+0.71°  0.019
Longitud total final (mm)  110.11+0.99" 112.72+0.94®° 114.28+0.92° 0.007
K final 100 x (g / cm®) 1.47+0.01°  1.50+0.01°  1.51+0.01°  0.005
TCI (% /dias) 0.92+0.03 1.010.0 1.06+0.02 ns
HSI (%) 1.36+0.06 1.27+0.05 1.25+0.06 ns
GSI (%) 3.79+0.62 3.10+0.37 3.49+0.37 ns
IDS (%) 3.23+0.26 3.38+0.13 3.48+0.12 ns

Rendimiento de carcasa (%) 84.47+0.70 86.10+0.51 85.67+0.58 ns
Grasa perivisceral (%) 4.16x0.29 3.98+0.19 4.43+0.18 ns
Incremento de densidad (%) 170.81+2.60% 207.41+11.45° 227.90+4.93° 0.004

IC 2.33£0.04 2.27+0.13 2.08+£0.04 ns
IDef (%) 22.98+1.78 27.18+1.41 29.45+3.18 ns
Supervivencia (%) 90.9+2.73 95.04+3.64 97.49+£1.74 ns

Los valores mostrados son media £ SEM; n = 300, para peso corporal final, longitud total final total, K
(Factor de condicion) y TCI (Tasa de crecimiento instantaneo); n = 12 para IHS (indices hepatosomético),
IGS (indice gonadosoméatico), IDS (indice digestivosomatico), rendimiento de la carcasa y grasa
perivisceral; n = 3 (lotes de peces) para el aumento de densidad, para IC (indice de conversion
alimenticia), I1Def % (Incidencia de peces con deformidades corporales visibles) y supervivencia.
Diferentes letras denotan una diferencia significativa (P < 0.05), ns (no significativa). AD (Alta
densidad), CD (Densidad de control) y BD (Baja densidad).
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Las variables peso corporal final y longitud total, ademas del indice de condicién
(K), que relaciona estas dos variables, mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos experimentales AD y BD, siendo los valores mayores
correspondientes a los peces cultivados a menor densidad. El grupo de densidad control,
mostré valores intermedios pero sin diferencias estadisticamente significativas con
respecto a los otros dos grupos salvo para la variable K.

El incremento de densidad de los animales en cultivo también fue mayor
significativamente en los peces con una menor densidad inicial (BD).

El resto de variables determinadas como TCI, IHS, IGS, grasa perivisceral,
rendimiento de la carcasa, IC, IDef y supervivencia no mostraron diferencias

significativas entre los grupos analizados.

5.2.2. Parametros bioquimicos en el plasma de la tenca en
distintas densidades de cultivo

La tabla X1V muestra los resultados referentes a parametros bioquimicos en los
que podemos observar diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
experimentales analizados. Respecto de los niveles de cortisol, glucosa, colesterol,
triglicéridos y proteina total, se obtuvieron los valores més bajos en el grupo AD,
aunque sin mostrar diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo de
densidad control (CD) en cuanto a cortisol, glucosa y colesterol. Los valores mas altos
se encontraron en el grupo de cultivo en baja densidad (BD). En el caso de los
triglicéridos y la proteina total, no hubo diferencias significativas entre los grupos de
CD y BD, pero sus valores si fueron significativamente superiores a los mostrados por
el grupo AD.

No se encontraron diferencias significativas en cuanto a lipoproteinas de alta y
de baja densidad (HDL y LDL) ni con respecto a las hormonas tiroideas T3 y T4.

Alguno de los electrolitos plasmaticos también mostraron diferencias
significativas, observandose los valores mas altos en K* y méas bajos en Na* para el
grupo AD. En el caso del K*, su valor mas bajo se observd en el grupo experimental
BD, no habiendo hallado diferencias estadisticamente significativas entre los otros dos
grupos. En el caso del Na®, se observé un valor intermedio en el grupo CD. Para el CI’

no se encontraron diferencias significativas entre los tres grupos experimentales.
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Tabla XIV. Parametros bioquimicos en el plasma de la tenca (Tinca tinca) en diferentes
densidades de cultivo.

AD

CD

BD

(5 kg/m?) (2.5 kg/m®) L6kgm®) T
Cortisol (ug/dL) 12.65+1.74°  16.16+2.04®  21.73+2.98" 0.37
Glucosa (mg/dL) 47.83+4.52°  58.46+4.13"  68.83+5.07" 0.11
Colesterol (mg/dL) 166.25+4.81°  179.83+5.67®°  185.424555" 0.45
HDL (mg/mL) 120.75+3.86  121.69+6.06  125.58+2.48  ns
LDL (mg/mL) 15.25+0.77 15.54+1.03 16.67+0.50 ns
Triglicéridos (mg/dL) 85.73+3.78"  101.54+4.78"  107.42+6.45" 0.18
Proteina total (mg/mL) 57.71+3.33%  71.13+2.65°  68.24+2.14"° 0.04
T3 (ug/mL) 3.26+0.10 3.50+0.17 3.56+0.18 ns
T4 (ng/dL) 0.08+0.03 0.15+0.02 0.11+0.01 ns
CL" (mmol/L) 98.42+1.97 100.85+1.53  101.17#1.89  ns
K* (mmol/L) 3.03+0.50° 1.35+0.28" 1.16+0.13*  0.01
Na* (mmol/L) 131.75+2.17%  134.69+1.47%"  138.58+0.84° 0.03

Los valores son media £ SEM, n = 12. HDL (High-density lipoprotein), LDL (Low-density lipoprotein),
T3 (triyodotironina), T4 (tiroxina). Las letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05), ns
(no significativa). AD (Alta densidad), CD (Densidad de control) y BD (Baja densidad).

5.2.3. Actividad de enzimas relacionadas con el metabolismo
intermediario en higado y en plasma de la tenca bajo
distintas densidades de cultivo

En la tabla XV se muestra que los valores de las enzimas transaminasas GPT y
GOT son mas bajos en el grupo CD que en los otros dos grupo. En el caso de la enzima
HOAD, el valor mas elevado corresponde al grupo AD y no existen diferencias
estadisticamente significativas entre CD y BD.

Por altimo, no se observan diferencias estadisticas entre grupos para las enzimas
CS, LDH y PK hepéticas.
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Tabla XV. Efecto de la densidad de cultivo sobre la actividad de enzimas relacionadas
con el metabolismo intermediario en higado de la tenca (Tinca tinca).

AD CD BD

(5 kg/m®) (2.5 kg/m®) (1.6 kg/m®) P

GPT (mU/mg proteina) 221.38+16.94°  197.72+19.65* 250.61+19.65° 0.03
GOT (mU/mg proteina) 831.24+78.50°  659.93+69.74% 841.08+39.38° 0.046

CS (mU/mg proteina) 40.57+7.36 32.34+4.16 31.80+1.81 ns
HOAD (mU/mg proteina) ~ 20.10+1.50° 11.1843.60°  11.04+1.17*° 0.007
LDH (U/mg proteina) 2.07+0.17 1.41+0.25 1.77+0.21 ns
PK (mU/mg proteina) 337.13+40.45 248.69+42.40  259.25+28.93  ns

Los valores indican media £ SEM (n = 12). Las letras diferentes indican diferencias significativas (P <
0.05), ns (no significativa). GOT (Glutamato oxaloacetato transaminasa), GPT (Glutamato piruvato
transaminasa), CS (Citrato sintasa), HOAD (B-Hidroxiacil-CoA deshidrogenasa), LDH (Lactato-
deshidrogenasa), PK (Piruvato kinasa), AD (Alta densidad), CD (Densidad de control) y BD (Baja
densidad).

Para las enzimas determinadas en el plasma de la tencas cultivadas en diferentes
densidades tampoco se observaron diferencias significativas (Tabla XVI). Se pueden
apreciar valores mayores en las actividades de las enzimas GOT, LDH y PK en el grupo
experimental de alta densidad AD pero sin marcar diferencias significativas en ningun

Caso.

Tabla XVI. Efecto de la densidad de cultivo sobre la actividad de enzimas relacionadas
con el metabolismo intermediario en plasma de tenca (Tinca tinca).

AD CD BD p

(5 kg/m®) (2.5 kg/m®) (1.6 kg/m®)
GPT (mU/mg proteina) 1.15+0.15 1.03+0.19 1.22+0.11 ns
GOT (mU/mg proteina) 10.14+0.98 7.68+1.06 7.851£0.41 ns
LDH (mU/mg proteina) 47.01+4.50 40.22+4.01 40.78+4.44 ns
PK (mU/mg proteina) 16.24+1.62 14.47+1.30 14.66+2.03 ns

Los valores indican media £ SEM (n = 12). Las letras diferentes indican diferencias significativas (P <
0.05), ns (no significativa). (GOT) Glutamato oxaloacetato transaminasa. (GPT) Glutamato piruvato
transaminasa. (LDH) Lactato-deshidrogenasa, (PK) Piruvato kinasa, AD (Alta densidad), CD (Densidad
de control) y BD (Baja densidad).
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5.2.4. Estado oxidativo del higado y plasma de la tenca en
distintas densidades de cultivo

Como se aprecia en la tabla XVII, todas las actividades enzimaticas analizadas
en el higado de la tenca, excepto la DTD (DT-Diaforasa), mostraron una tendencia a
aumentar cuanto mayor fue la densidad de cultivo pero sin llegar a marcar diferencias
significativas entre los grupos experimentales. También los valores de MDA siguieron
esta misma tendencia, aunque en este caso el grupo experimental de baja densidad
(BD), con el valor mas bajo, present6 diferencias significativas respecto de los otros

grupos AD y CD.

Tabla XVII. Efecto de la densidad de cultivo sobre el estado oxidativo del higado de la
tenca (Tinca tinca).

AD , CD , BD , P
(5 kg/m?) (2.5 kg/m”) (1.6 kg/m°)

SOD (U/mg proteina) 199.53+22.55 173.07+8.61  170.05+5.09 ns
Catalasa (U/mg proteina) 150.31+24.87  141.91+9.32 140.79+£11.75 ns
GPX (mU/mg proteina) 197.86+18.14 163.46+10.19 152.16+8.26 ns
GR (mU/mg proteina) 8.46+0.52 6.95+0.32 7.78+0.45 ns
GST (mU/mg proteina) 131.36+22.51 110.20+7.00 120.08+4.73 ns
DTD (mU/mg proteina) 3.94+0.67 3.94+0.22 4.35+0.38 ns
G6PDH (mU/mg proteina) 92.48+6.67 92.31+7.93 88.86+3.36 ns
MDA (mg/mL) 6.12+0.56° 5.89+0.39" 4.05+0.50° 0.019

Los valores indican media + SEM (n = 12). Diferentes letras denotan una diferencia significativa (P <
0.05). ns (no significativo), SOD (Superéxido dismutasa), GPX (Glutatién peroxidasa), GR (Glutatién
reductasa), GST (Glutatién-S-transferasa), DTD (DT-diaforasa), G6PDH (Glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa), MDA (Malondialdehido), AD (Alta densidad), CD (Densidad de control) y BD (Baja
densidad).

En la tabla XVIII podemos observar que los parametros relacionados con el
estado oxidativo determinados en el plasma de las tencas cultivadas a distintas
densidades de cultivo, no mostraron diferencias significativas entre los grupos

experimentales evaluados, tal como ocurri6 en el higado.
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Tabla XVIII. Efecto de la densidad de cultivo sobre la actividad de enzimas
antioxidantes en plasma de tenca (Tinca tinca).

AD CD BD P
(5 kg/m®) (2.5 kg/m®) (1.6 kg/m®)

SOD (U/mg proteina) 2.15+£0.23 1.80+0.16 1.91+0.04 ns
Catalasa(mU/mg proteina)  236.11+29.43 284.56+55.23 328.79+38.70  ns
GPX (mU/mg proteina) 4.19+0.23 3.43+0.49 4.47+0.29 ns
GR (mU/mg proteina) 0.36+0.03 0.34+0.04 0.44+0.03 ns
GST (mU/mg proteina) 157.18419.51 122.18+11.42 132.65+2.70 ns
DTD (mU/mg proteina) 0.06+0.01 0.04+0.01 0.06+0.01 ns

Los valores indican media £ SEM (n = 12). Las letras diferentes indican diferencias significativas (P <
0.05), ns (no significativa). SOD (Superoxido dismutasa), GPX (Glutation peroxidasa), GR (Glutatién
reductasa), GST (Glutation-S-transferasa), DTD (DT-diaforasa). AD (Alta densidad), CD (Densidad de
control) y BD (Baja densidad).

5.2.5. Parametros inmunoldgicos en la tenca en distintas
densidades de cultivo

Los resultados que podemos ver en la tabla XIX indican valores estadisticamente
inferiores para las inmunoglobulinas en el grupo experimental de alta densidad (AD)
con respeto al grupo de densidad control (CD) y con valores intermedios, sin diferencias
significativas, para el grupo de baja densidad (BD).

Se obtuvieron valores superiores para la actividad hemolitica y lipoxigenasa en
el grupo experimental AD respecto de los otros grupos CD y BD.

Para el resto de pardmetros evaluados, es decir, globulina, capacidad de
hemoaglutinacién, actividad respiratoria de los linfocitos, actividad peroxidasa,
actividad lisozima, hematocrito, hemoglobina, porcentaje de linfocitos, porcentaje de
granulocitos y la relacién entre ellos, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los tres grupos experimentales asociadas al aumento de la densidad

de cultivo.
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Tabla XIX. Efecto de la densidad de cultivo en el estado inmunoldgico del plasma de la

tenca (Tinca tinca).

AD

CD

BD

(5kg/m®  (25kg/m®) (1.6 kg/m®) P
Globulina sérica (mg/mL) 68.21+9.34 62.67+6.16 70.27+6.27 ns
Inmunoglobulina total (mg/mL) 41.17+4.67% 54.7+2.81° 49.31+2.71% 0.01
Actividad hemolitica (Ln) 6.29+0.18" 6.00£0.08® 5.58+0.19* 0.019
Hemoaglutinacion (Ln) 5.67+0.22 5.92+0.15 5.67+0.22 ns
Actividad respiratoria (D.O.) 0.25+0.01 0.26+0.01  0.27+0.01 ns
Actividad peroxidasa (D.O.) 1.41+0.16 1.03#0.13  1.25+0.11 ns
Actividad lisozima (ug/mL of equiv.HEWL) 0.81+0.30 0.60+0.13  1.19+0.13 ns
Actividad lipoxigenasa (mU/mg proteina)  0.21+0.01° 0.1620.01* 0.17+0.01*° <0.001
Hematocrito (%) 26.29+0.01 23.51+0.01 26.87+0.01 ns
Hemoglobina (g/L) 15.86+0.52 15.82+0.40 17.21+0.54 ns
Linfocitos (%) 95.09+0.79 94.94+0.38 93.84+0.91 ns
Granulocitos (%) 3.09£0.51 3.54+0.38 4.13+0.76 ns
Linfocitos / granulocitos 36.54+7.63 37.56+11.55 35.21+7.08 ns

Los valores son la media + SEM (n = 12). Las letras diferentes indican diferencias significativas (P <
0.05), ns (no significativa). AD (Alta densidad), CD (Densidad de control) y BD (Baja densidad).

5.3. DISCUSION

La densidad de cultivo es una de las variables mas importantes a tener en cuenta

en los sistemas intensivos de acuicultura ya que para muchas especies puede ser un

factor limitante. Una densidad de cultivo concreta puede tener efectos positivos o

negativos sobre el crecimiento de los peces, y esta interaccion parece ser especifica de

la especie (Merino et al., 2007).

Existen multitud de estudios en este sentido que tratan de encontrar la densidad

adecuada para cada especie cultivada, en base a su crecimiento, su estado de salud y de

otros parametros indicadores de bienestar. Aunque resulta dificil encontrar informacién

precisa, ya que la densidad Optima de cultivo parece depender de multiples factores

como la especie, la edad de los peces o el tipo de sistema de cultivo (Ellis et al., 2002).
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Menu y Person-Le Ruyet, (1991) reportaron densidades éptimas entre 2 y 10 kg / m*
para el lenguado Solea senegalensis y el rodaballo Scophthalmus maximus. Bernabé et
al., (1991) estimaron entre 5y 10 kg / m® la densidad adecuada para la dorada Saparus
aurata, Willoughby (1999) establecié entre 10 y 15 kg / m® la densidad apropiada para
algunos salménidos y Fatima et al. (2018) encuentran en Catla catla y Labeo rohita
efectos negativos asociados a la densidad por encima de 4.4 kg / m*. Con los actuales y
modernos sistemas RAS, mucho mas eficientes, se estan aumentando estas cifras y
actualmente se describen densidades hasta de 50 kg / m® para la trucha arcoiris 0 120 kg
/ m*en anguila europea adulta (Dalsgaard et al., 2013), aunque en anguilas juveniles no
se recomienda sobrepasar los 25 kg / m® (McCarthy et al., 1996).

Centrando la atencién en la tenca, también son mdltiples los estudios que han
intentado establecer el nivel adecuado de densidad de cultivo para la especie. Asi
Celada et al. (2007) llegaron a densidades finales maximas de 16,53 kg / m®, y Pantazis
(2012) observo que tencas sub-adultas (11 g de peso) crecian mejor a unas densidades
iniciales de 2,5 Kg/ m* que a 1,4 Kg / m>.

En este bloque se ha analizado el efecto de distintas densidades de cultivo en la
tenca en sistemas intensivos con recirculacié. Se han evaluado variables productivas y
de crecimiento, pardmetros bioquimicos, referentes al estado oxidativo y también
metabdlico e inmunolégicos. Las densidades ensayadas han sido, una densidad control
(inicial de 2,5 kg / m®) que se denomind grupo experimental CD (Contro de densidad),
una densidad inicial de 5 kg / m®, es decir, el doble de esta densidad control, que se
denomind AD (Alta Densidad) y un ultimo grupo experimental con una densidad menor
que la control, de 1,6 kg / m® al que se denominé BD (Baja densidad).

5.3.1. Crecimiento e indices biométricos de la tenca bajo distintas
densidades de cultivo

Aunque ya hemos comentado que algunos autores encuentran efectos negativos
en la alta densidad de cultivo en tenca (Fleig y Gottschalk, 2001; Rennert, et al., 2003)
y en otras especies (Ruane et al., 2002; Ellis, et al., 2002; Gang et al, 2010; Zhu et al,
2011; Okereke et al., 2015), los datos de Celada et al. (2007) y de Pantazis (2012)
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muestran efectos positivos de la alta densidad en la tenca bajo condiciones de cultivo
adecuadas.

La figura 36 muestra que el crecimiento de las tencas sometidas a una mayor
densidad ha sido significativamente menor tanto en peso como en longitud, aungue sin
diferencias significativas con el grupo control CD. Esto indicaria lo que indicaria que
las condiciones, a pesar de tratarse del doble de densidad de cultivo que en el control, no
han generado efectos negativos en el crecimiento. En el capitulo anterior se hacia
mencion a este hecho, habiendo comprobado que el cultivo en sistemas menos
intensivos no suponia beneficios para la tenca sino, al contrario, la exposicion a
sistemas poco intensificados con escaso control de los pardmetros ambientales podria
provocar la activacién de procesos reproductivos nada aconsejables para la produccion

acuicola industrial de esta especie.
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Figura 36. Datos de crecimiento en tencas (Tinca tinca) cultivadas bajo distintas densidades de
cultivo. Los datos reflejan medias + SEM en porcentajes con respecto al maximo valor de cada
variable considerado 100, siendo n=315 para las variables Peso final, Longitud final y K final
(indice de condicién) y TCI (Tasa de crecimeinto instantaneo) y n = 3 para IC (indice de
conversion alimenticia). Distintas letras denotan diferencias significativas, (P < 0.05). AD (Alta
densidad), CD (Densidad de control) y BD (Baja densidad).

En cualquier caso los resultados conseguidos durante esta Tesis se pueden
considerar mejores que los publicados hasta la fecha, ya que se triplico el peso de los
peces en tan solo 100 dias de ensayo, obteniendo densidades finales de 13,54 kg / m®,
partiendo de peces de 7,19 g y llegando a 21,49 g. Aunque Celada et al. (2007)
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consiguieron densidades de 16,58 kg / m® estos datos no pueden ser del todo
comparables ya que el experimento durd 120 dias, se realizd con alevines de 0,58 + 0,17
g, se alimentd con piensos con un 60% de proteina, 16% de grasas y con suplemento de
alimento vivo en forma de Artemia salina. Pantazis (2012), partiendo de peces de 11g y
con una densidad inicial 2,5 kg / m?*, consigui6 una densidad méxima de 4,56 kg / m* a
los 217 dias de ensayo. Ribeiro (2016) en su tesis de Master consigue triplicar el peso
de juveniles de tenca de 4.8 g llegando hasta 15. 58 g pero en densidades finales de
cultivo de 4,6 kg / m®, similares a las consideradas como baja densidad (BD) en
nuestro estudio (1,6 kg / m* iniciales y 5,25 kg / m®de densidad final)

Las diferencias en peso y longitud encontradas entre el grupo de alta densidad
(AD) y el de baja densidad (BD) se han podido deber, no a la densidad como tal, sino a
otros condicionantes del cultivo. Otros autores encuentran una reduccion de la ingesta y
consecuentemente menor crecimiento por efecto de la competencia por la comida, tanto
en trucha arcoiris como trucha alpina cultivadas a altas densidades (Alanara et al.,
1996). Esto estaria de acuerdo con los resultados obtenidos en este ensayo donde los
peces mantenidos a baja densidad (BD) habrian tenido un mejor acceso a la comida al
haber un solo comedero automatico en cada deposito.

Los valores de TCI (Tasa de crecimiento instantdneo) y el resto de variables
analizadas relacionadas con el crecimiento e indices biométricos como IHS, IGS, IDS,
rendimeinto de la carcasa, grasa perivisceral, IC, IDef, y supervivencia, que se pueden
observar en la tabla XIII no mostraron diferencias significativas que apoyarian la
hipétesis de que la alta densidad de cultivo en condiciones controladas no conlleva
efectos negativos.

5.3.2. Parametros bioquimicos en el plasma de la tenca bajo
distintas densidades de cultivo

Los niveles de cortisol y de glucosa fueron mas bajos en los peces sometidos a
mayor densidad aunque no mostraron diferencias significativas con respecto al grupo
control (Fig. 37). Algunos autores han descrito una relacion inversa entre los niveles de

cortisol y el aumento de densidad de cultivo en salménidos relacionandolo con una
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adaptacion a estrés de tipo cronico (Pickering y Pottineger 1987; Vijayan y Leatherheat,
1988).

Lupatch et al. (2010), por el contrario, hallaron mayores concentraciones de
cortisol en lubinas a mayor densidad, y otros autores observaron que no se producian
cambios del cortisol plasmatico en relacion con la densidad de cultivo (Rafatnezhad et
al., 2008; Hasanalipour et al., 2013; Aalimahmoudi et al., 2016). Se han mostrado, por
lo tanto, diversas respuestas del cortisol frente a la alta densidad en especies y sistemas
de cultivo diferentes. Asi, podemos asumir que los niveles de cortisol como respuesta al
estrés cronico por alta densidad deben ser tomadas en consideracién junto con otras
variables para determinar la situacion real de estrés o pérdida de bienestar. En nuestro,
caso las diferencias no son significativas entre el grupo cultivado a alta densidad y
control. Unicamente se pueden considerar diferencias significativas al comparar el

grupo de alta densidad frente al de baja densidad.
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Figura 37. Efecto de la densidad de cultivo sobre parametros bioquimicos en el plasma de la tenca
(Tinca tinca) Los datos reflejan medias + SEM en porcentajes con respecto al maximo valor de
cada variable considerado 100, n = 12. Distintas letras denotan diferencias significativas, (P <
0.05). AD (Alta densidad), CD (Densidad de control) y BD (Baja densidad).

Con respecto a la glucosa se puede observar que sigue la misma dinamica que el
cortisol, lo que concuerda con lo expresado por otros autores en referencia a que
aumentos de cortisol llevan asociados generalmente aumentos en los niveles de glucosa.
(Vijayan et al., 1989; Barton e lwama, 1991; Bonga, 1997; Pottinger et al., 2000; Tort
et al., 2004; Cho et. al, 2015).
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Los niveles obtenidos de glucosa en este estudio son, a pesar de la existencia de
diferencias significativas entre los grupos AD y BD, valores normales en la tenca segln
lo descrito por De Pedro et al. (2005), estimando entre 50 y 85 mg / dL de glucosa en
sangre, dependiendo de la estacionalidad. Patrice (2009) concluyo que las medidas de
glucosa en sangre pueden ser un buen indicativo de estrés en ciprinidos pero considera
necesarios incrementos de entre 3 y 5 veces sobre los valores normales para ser
relacionados con signos de estrés.

En este estudio se ha encontrado una relacion inversa entre la densidad de
cultivo y los niveles de colesterol en sangre. Esto resultados concuerdan con los
mostrados por Aalimahoudi et al. (2016) en esturion (Huso huso). Aalimahoudi asegurd
ademés que los peces cultivados en alta densidad (6 kg/m®) no parecian estresados en
comparacién con el resto de densidades (1,5 y 3 kg/m®) en base al resto de variables que
analizaron. Wedemeyer et al. (1990) concluian que un aumento en el colesterol en
sangre podria ser consecuencia de una dieta no balanceada méas que un efecto directo de
una situacion de estrés. Como se ha comentado, los peces sometidos a baja densidad
podrian disponer del alimento con mayor facilidad y aprovechar mejor los nutrientes
ante esta ventaja. Este hecho se veria reflejado tanto en el crecimiento como en los
niveles de glucosa, colesterol, triglicéridos y proteinas totales, tal y como se observa en
la figura 37. También en cuanto las lipoproteinas de alta y baja densidad (HDL y LDL)
se observa esta tendencia, aunque, en este caso sin mostrar diferencias estadisticamente
significativas (Tabla XIV).

El cortisol es una pieza fundamental en la regulacién del equilibrio i6nico de los
peces (Mommsen, et al., 1999). Muchos factores estresantes que alteran los niveles de
cortisol, terminan afectando también a su equilibrio iénico (Bonga, 1997;
Martemyanov, 2013, 2014; Kulkarni, 2015). Niveles elevados de cortisol activarian la
Na'/K*-ATPasa y una consecuente disminucion en la concentracion plasmatica de K*y
y el aumento de Na*, respaldando los resultados mostrados.

Las hormonas tiroideas analizadas en este estudio no mostraron diferencias
significativas. Esto puede volver sugerir que las densidades de cultivo analizadas no
suponen un elemento de estrés para la tenca ya que algunos autores sugieren una
disminucion de la T4 en Salvelinus fontinalis en alta densidad (Vijayan and Leatherland
1988) o de T3 ante densidades de cultivo elevadas en distintas especies (Lupatsch et al.,
2010; Li et al., 2012; Kpundeh et al., 2013; Hasanalipour, 2014).
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5.3.3. Actividad de enzimas relacionadas con el metabolismo
intermediario en higado y plasma de la tenca en distintas
densidades de cultivo

El higado es uno de los oOrganos diana mas importantes en la respuesta
adaptativa al estrés, y es un tejido metabolico fundamental para la administracion del
sustrato energético (Moon, 2004).

Se ha demostrado que el cortisol, en los casos de estrés en peces, promueve una
actividad metabdlica dirigida a la obtencidn de sustratos energéticos, ya sea a partir del
glucoégeno almacenado o de la gluconeogénesis (Vijayan et al., 1990, 1997; Martinez
Porchas et al., 2009). De este modo los recursos energéticos son desviados reduciéndose
la energia disponible para otros fines como el crecimiento o la reproduccién. El cortisol
parece favorecer la movilizacion de proteinas (Davis et al., 1985) de lipidos (Sheridan,
1986) y de carbohidratos (Vijayan y Leatherland, 1989) que aportardn diversos
precursores para la obtencién de glucosa.

En el presente estudio, las variaciones en las enzimas transaminasas hepaticas
GTP y GOT no pueden ser claramente interpretadas ya que los datos mas bajos enzimas
se obtuvieron en el grupo control (CD), mientras que valores superiores se obtuvieron

tanto alta como en baja densidad, sin mostrar diferencias significativas (Fig. 38).
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Figura 38. Efecto de la densidad de cultivo sobre la actividad de enzimas relacionadas con el
metabolismo intermediario en el higado de la tenca (Tinca tinca). Los datos reflejan medias +
SEM en porcentajes con respecto al maximo valor de cada variable considerado 100, n = 12.
Distintas letras denotan diferencias significativas, (P < 0.05). GPT (Glutamato piruvato
transaminasa), GOT (Glutamato oxaloacetato transaminasa), CS (Citrato sintasa), HOAD (B-
Hidroxiacil-CoA deshidrogenasa), LDH (Lactato-deshidrogenasa), PK (Piruvato kinasa), AD (Alta
densidad), CD (Densidad de control) y BD (Baja densidad).
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Algunos autores han obtenido resultados que sugeririan que el estrés por
confinamiento no supondria activacion de estas enzimas (Trenzado et al., 2003). Otros
autores afirman que un aumento de cortisol si puede afectar a las enzimas
aminotransferasas aumentando su actividad (Davis et al., 1985). Con respecto a la
actividad de enzimas implicadas en el metabolismo de los lipidos y de los
carbohidratos, se obtuvieron valores superiores en las los peces cultivados en alta
densidad, aunque solo mostr6 diferencias estadisticamente significativas la enzima
HOAD. Este hecho pudo estar promovido por el mayor esfuerzo a la hora de conseguir
el alimento realizado por estos peces. El incremento de la enzima HOAD, implicada en
la B-oxidacion lipidica, indicaria una utilizacion de los lipidos con fines energéticos en
estos animales, como ponen de manifiesto otros autores en condiciones de ata densidad
de cultivo (Vijayan et al., 1990; Tolussi et al., 2010).

Cuando se analizaron estas enzimas en plasma, aunque siguieron la misma
tendencia que en el higado para las distintas densidades, no se obtuvieron diferencias

estadisticamente significativas (Fig. 39).
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Figura 39. Efecto de la densidad de cultivo sobre la actividad de enzimas relacionadas con el
metabolismo intermediario en el plasma de la tenca (Tinca tinca) Los datos reflejan medias + SEM
en porcentajes con respecto al méximo valor de cada variable considerado 100, n = 12. GPT
(Glutamato piruvato transaminasa), GOT (Glutamato oxaloacetato transaminasa), LDH (Lactato-
deshidrogenasa), PK (Piruvato kinasa), AD (Alta densidad), CD (Densidad de control) y BD (Baja
densidad).
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5.3.4. Estado oxidativo del higado y plasma de la tenca en distintas
densidades de cultivo

La determinacion del potencial enzimético antioxidante en plasma e higado en
tencas sometidas a las diferentes densidades de cultivo, se realizé con el objetivo de
estudiar hasta qué punto el estado oxidativo se veia afectado por el cultivo a alta
densidad (Figuras 40 y 41), como indican algunos estudios consultados (Alanara et al.,
1996). El unico pardmetro que reflejé un cambio estadisticamente significativo en el
estado oxidativo en animales con distintas densidades de cultivo fue el MDA en higado,
con un menor valor en los peces cultivados a menor densidad. Este hecho podria
explicarse por una menor actividad fisica derivada de esa menor densidad de cultivo y
de una menor competicién para conseguir el alimento. De cualquier forma los valores
de MDA en el grupo AD son semejantes a los CD, por lo que podemos afirmar que el
cultivo a alta densidad no afecta al estado oxidativo de la tenca en condiciones

controladas de cultivo intensidvo.

HAD ECD OBD

SOD Catalasa GPX GST GR DTD G6PDH MDA

Figura 40. Efecto de la densidad de cultivo sobre la actividad de enzimas relacionadas con el
estado oxidativo en el higado de la tenca (tinca tinca) Los datos reflejan medias + SEM en
porcentajes con respecto al maximo valor de cada variable considerado 100, n = 12. Distintas
letras denotan diferencias significativas, (P < 0.05). SOD (Superoxido dismutasa), GPX (Glutation
peroxidasa), GR (Glutatién reductasa), GST (Glutation-S-transferasa), DTD (DT-diaforasa),
G6PDH (Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa), MDA (Malondialdehido), AD (Alta densidad), CD
(Densidad de control) y BD (Baja densidad).
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Figura 41. Efecto de la densidad de cultivo sobre la actividad de enzimas relacionadas con el
estado oxidativo en el plasma de la tenca (Tinca tinca) Los datos reflejan medias £ SEM en
porcentajes con respecto al maximo valor de cada variable considerado 100. SOD (Superoxido
dismutasa), GPX (Glutation peroxidasa), GR (Glutation reductasa), GST (Glutation-S-transferasa),
DTD (DT-diaforasa), AD (Alta densidad), CD (Densidad de control) y BD (Baja densidad).

5.3.5. Parametros inmunoldgicos en la tenca en distintas
densidades de cultivo

El estrés causado en algunas especies por la alta densidad puede tener efectos
negativos como efectos supresores del sistema inmune (Pickering, 1984; Barton et al.,
1987; Wedemeyer, 1996; Einarsdottir et al., 2000; Costas et al., 2011) y una reduccion
en la capacidad de resistencia a enfermedades (Pickering, 1992; Balsamo, 1997).
Algunos autores por ejemplo, encuentran un descenso de la actividad lisozima, que es
un potente antibacteriano, ante incrementos de cortisol (Mock y Peters, 1990; Demers y
Bayne, 1997; Fevolden et al., 2002; Noth et al. 2006), aunque en el presente estudio no
se mostraron diferencias estadisticamente significativas con respecto a esta variable
entre los grupos.

Por otro lado, varios autores encuentran efectos de activacion de este sistema
inmune innato bajo estrés agudo (Demers y Bayne, 1997, Marlowe et al., 2009), aunque
segun Eslamloo et al. (2014) se puede encontrar una activaciéon del sistema inmune
innato durante los primeros momentos tras estrés agudo pero una deplecion general de
este sistema trascurridos varios dias bajo la situacion de estres agudo repetitivo o un

estrés crénico como seria el cultivo a alta densidad. Ademas, algunos autores han
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llegado a mostrar resultados con activacion o supresion del sistema inmune como
respuesta a un mismo agente estresante (Dhabhar, 2002, 2008) dependiente de diversos
condicionantes.

Los resultados del presente estudio mostraron algunos elementos de activacion
del sistema inmune innato (Fig. 42) como la activacion de la lipoxigenasa, involucrada
en procesos pro inflamatorios, en el caso de los peces sometidos a alta densidad.
También podemos apreciar un descenso en el caso de las inmunoglobulinas en este
mismo grupo experimental frente al resto.

El resto de las variables analizadas han dado resultados con diferencias
estadisticamente no significativas y podemos afirmar entonces que no se produjeron
efectos negativos descartables sobre el sistema inmune de los peces como consecuencia

de las distintas densidades de cultivo analizadas.

NAD ECD OoBD
120 -

100

Inmunoglobulinas Actividad hemolitica Lipoxigenasa

Figura 42. Efecto de la densidad de cultivo sobre la actividad de enzimas relacionadas con el
estado oxidativo en el plasma de la tenca (tinca tinca) Los datos reflejan medias £ SEM en
porcentajes con respecto al maximo valor de cada variable considerado 100, n = 12. Distintas
letras denotan diferencias significativas, (P < 0.05). AD (Alta densidad), CD (Densidad de control)
y BD (Baja densidad).

Resumiendo podemos coincidir con lo expresado por Barandica, (2010) en que
las situaciones de estrés en los peces alteran (aumentan o disminuyen) gran niumero de
parametros inmunes, pero que son dificiles de identificar debido a la falta de
conocimiento sobre los mecanismos involucrados, si comparamos con lo que se conoce

en vertebrados superiores.
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6.1. INTRODUCCION

La nutricion de las especies en cultivo suele generar uno de los mayores costes de
produccién para cualquier empresa de este sector acuicola. Ademas supone una de las
piedras angulares para el mantenimiento del bienestar de los animales. No solo es
importante la formulacion de estas dietas sino también la estabilidad de los
componentes que la forman, la conservacion adecuada para evitar el deterioro de los
nutrientes, la disponibilidad tanto por cantidad como por tamafio o una correcta
administracion, son elementos fundamentales a la hora de establecer una alimentacion

Optima para cualquier especie (Harper et al., 2009).

Una mala alimentacion, ya sea por deficiencia en nutrientes esenciales en su
formulacién, por la incapacidad para su asimilacién o por un protocolo erréneo en el
suministro, puede suponer, no solo un retraso en los ciclos de produccién y una
correspondiente pérdida econdmica, sino también la una alteracion del estado de
bienestar de los animales con resultados, en ocasiones, desastrosos. Muchos procesos
patoldgicos que se producen en las instalaciones de acuicultura vienen acompafiados o
han tenido su origen en una deficiente alimentacion (Lall, 2000; Barandica, 2010).
Ademas, una inadecuada alimentacion puede tener consecuencias directas como por
ejemplo el descenso de reservas que se observaria histologicamente en 6rganos y tejidos
como el higado o la musculatura, pero ademas puede ocasionar otra serie de
complicaciones asociadas con situaciones de estrés como una busqueda mas activa del
alimento, competencia por los recursos, y el incremento del esfuerzo energético en
situaciones de debilidad. Todo ellos puede desencadenar la cascada de respuestas al
estrés que no haran otra cosa que agudizar el problema de deficiencia alimenticia
(Barton y Schreck 1987; Vijayan et al. 1997).

En la actualidad, en gran parte de las especies de peces cultivadas se conoce sus
necesidades nutritivas. Los primeros estudios que comenzaron con la trucha en la
década de los afios 70 (Cowey et al. 1977; De la Higuera, 1977; Garcia-Gallego et al.
1981; Cho et al. 1990; Sanz et al., 2000), dieron paso al conocimiento de la nutricion de
otras especies de peces, de agua dulce como la anguila y el esturion (Garcia-Gallego et
al. 1993; Hidalgo et al. 1993; Sanz et al. 1993; Suéarez et al. 1995; Sanz et al. 2005;
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Furné et al. 2016) y, con posterioridad, marinos (Company et al., 1999; Pérez-Jiménez
et al. 2009).

En el caso concreto de la tenca parece no haber un criterio uniforme sobre sus
necesidades nutricionales y muchos de los estudios publicados hasta la fecha parecen
evidenciar que aun no se ha conseguido una dieta adecuada para esta especie y mucho
menos un protocolo de alimentacion adecuado. Su alimentacion hasta la actualidad se
ha basado en formulas que han funcionado con éxito en otras especies cultivadas como
carpas, salmonidos e incluso peces marinos como la dorada o la lubina, pero parecen
necesarios mas estudios para conocer los requerimientos nutricionales especificos para

la tenca.

Segun Gray y Dauble (2001) la tenca es una especie herbivora, segun otros
autores puede llegar a alimentarse incluso de detritus (Wydoski y Whitney, 2003), pero
la generalidad de estudios consultados proponen que la tenca es una especie omnivora
aunque con preferencias notorias hacia los invertebrados acuéticos (Weatherley, 1959;
Ranta y Nuutinen, 1984; Giles et al., 1990; Michel y Oberdorff, 1995; Pérez-Bote et al.,
1998; Gonzalez et al., 2000).

Los estudios realizados hasta el momento sobre alimentacion artificial de la
tenca se centran principalmente en las fases post-larvarias (Takashima, 1989; Quiros et
al., 1998, 2000 y 2003; Alvarifio et al. 2001; De Pedro et al., 2001; Wolnicki et al.,
1998, 2003, 2006; Mamcarz et al., 2006; Celada et al., 2007a, 2007b; Marés et al., 2007
, 2011; Kujawa et al., 2009; Gonzalez-Rodriguez et al. 2014) y en pocas ocasiones se
han estudiado peces en fases de desarrollo mas avanzados.

La gran mayoria de las especies de peces estudiadas actualmente, que por lo
general son carnivoras, parecen poseer una baja capacidad para utilizar los hidratos de
carbono a nivel metabolico, lo cual se refleja en un efecto hiperglucémico (Moon,
2001). Dicha condicion se asemeja a lo que ocurre en humanos que padecen diabetes
mellitus, en los que existe una incapacidad (intolerancia) a recuperarse rapidamente
frente una dosis elevada de glucosa.

Una de las herramientas para determinar dicha capacidad fisiologica es la
aplicacion de un test de tolerancia a la glucosa (TTG), basado en la administracion de
una dosis concreta de glucosa. El tiempo requerido para recuperarse de la hiperglucemia
depende, ademas de la especie de pez, de la dosis suministrada, y de la forma en la que

se administra la glucosa, que puede ser oral, intravenosa o intraperitoneal.
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La administracion intravenosa de glucosa (250 mg / kg de pez) en el pez gato
americano (Ameiurus punctatus) produce una respuesta hiperglucémica que es sostenida
durante 11 h (Ottolenghi et al., 1995). Sin embargo, cuando la glucosa es administrada
oralmente (1.670 mg / kg de pez) la hiperglucemia es mantenida solo durante 6 h en
dicha especie (Wilson and Poe, 1987). Cuando la via de administracion es similar,
diversos estudios muestran una variacion que parece estar relacionada con el habito
alimenticio de cada una de las especies. En la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss),
de habito carnivoro, la administracion intraperitoneal de glucosa (300 mg / kg) produce
hiperglucemia durante 18 h (Harmon et al., 1991), mientras que en tilapia (Tilapia
mossambica), herbivoro, la administracién de glucosa (2.000 mg / kg) por esta via
produce una respuesta hiperglucémica que es sostenida solo durante 6 h (Wright et al.,
1998). En el test via oral, la tolerancia a la glucosa en la carpa comun (Cyprinus
carpio), de habito omnivoro, es mayor que en el pargo (Pagrus major), que podria
considerarse carnivoro, siendo aun menor en el medregal (Seriola quinqueradiata),
especie netamente carnivora (Furuichi y Yone, 1981). De forma similar, cuando se ha
administrado glucosa en forma intravenosa (250 mg / kg de pez) en el pez gato
(Ameiurus melas), de habitos omnivoros, se ha encontrado que la tolerancia es mayor
que en especies carnivoras como la anguila americana (Anguilla rostrata) o la trucha
arco iris (Peres et al.1999; Legate et al., 2001; Moon, 2001; Polakof et al., 2011).

Consecuentemente, estos estudios sugieren que aquellas especies con un caracter
principalmente herbivoro u omnivoro tienen una mayor tolerancia a la glucosa que
especies carnivoras, independientemente de la forma en que se administre el compuesto.

A pesar de las grandes variaciones en la anatomia estructural y funcional del
tracto gastrointestinal de las especies analizadas, los estudios realizados hasta la fecha
evidencian la presencia en todos los peces de un aparato enzimatico suficiente para
hidrélisis y absorcion de carbohidratos simples y también de los mas complejos,
(Krogdahl et al., 2005). No obstante se ha demostrado que, en comparacion con las
especies omnivoras o herbivoras, las especies carnivoras presentan unas menores
actividades de amilasa intestinal (Hidalgo et al., 1999) y de isomaltosa-sacarasa del
ribete en cepillo (Harpaz y Uni, 1999) , una menor capacidad de captacion de glucosa
por los enterocitos (Buddington et al., 1987), una menor capacidad de unién a la
insulina por los receptores, un menor numero de receptores en el musculo esquelético
(Parrizas et al., 1994) y una menor regulacion de las enzimas gluconeogénicas por la

presencia de carbohidratos en la dieta (Kamalam, 2017).
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No obstante también hay diferencias en el grado de utilizacion de los
carbohidratos dentro de un mismo habito alimentario (Figueiredo-Silva et al., 2013;
Panserat et al., 2002).

En lo que se refiere a la utilizacion de dietas artificiales por los peces, se ha visto
que los salmonidos mantienen un nivel de glucosa en plasma elevado después de
alimentarse con una dieta rica en hidratos de carbono (Barios et al., 1998; Blasco et al.,
2001). Ello puede ser debido, al menos en trucha arco iris, a la posible existencia de un
ciclo futil en la fosforilacion de la glucosa en el higado y en el musculo esquelético
(Skiba-Cassy et al., 2013).

Debido a que no existen piensos especificos para la tenca, en su cultivo intensivo
se utilizan piensos formulados para otras especies de peces. En este capitulo se estudia
la utilizacion por la tenca de dos dietas de uso comudn en la industria piscicola, una
adecuada para la dorada, especie considerada de caracter carnivoro (Inicio Plus 868)
que conform6 el grupo experimental A; y otra para la tilapia considerada herbivora
(mezcla al 50% de Efico Alpha 845 y Efico Alpha 830) que seria el grupo B, ambas
disefiadas para estadios juveniles. La evaluacion de parametros relacionados con la
utilizacion nutritiva y metabolica, con el estado oxidativo e inmunoldgico, asi como su
estudio histolégico en las tencas alimentadas con ambos piensos arrojaran luz acerca de
las repercusiones que, a nivel fisiologico tienen los piensos comerciales anteriormente
descritos. Finalmente, el estudio de la tolerancia a la glucosa en la tenca puede ser una
herramienta mas para el conocimiento de sus necesidades nutricionales que facilite una

correcta formulacion de dietas artificiales especificas.

6.2. RESULTADOS

Aunque los piensos comerciales empleados en este ensayo se acompafiaban de su
composicion proximal, se realizaron los analisis pertinentes para determinar los valores
exactos de macronutrientes y el perfil de aminoéacidos de cada una de las dietas
empleadas. Los datos de composicion de las dietas segin nuestros propios analisis
fueron los expresados en la tabla XX. Podemos apreciar pequefias variaciones respecto

de los valores mostrados inicialmente por los fabricantes (Tabla 1V).
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Tabla XX. Composicion proximal de las dietas experimentales.

Composicion de la dieta Pienso de Pienso de
(% S/SF) Dorada Tilapia
Humedad 6.34 6.56
Proteina 46.94 39.86
Grasa 20.72 5.66
Minerales 7.97 8.12
MELN" 18.03 39.81
Energia (MJ / kg) 22.36 19.34

*MELN: Materias Extractivas Libres de Nitrégeno. Energia = 23.7 kJ /g proteina, 39.5
kJ/ g, grasasy 17.2 kJ/ g (Tomas-Vidal et al., 2011)

6.2.1. Efectos de la dieta sobre el crecimiento e indices
biomeétricos de la tenca en cultivo intensivo

En la tabla XXI podemos apreciar como los datos de crecimiento han mostrado
diferencias significativas entre los dos grupos experimentales analizados a excepcion de
los resultados de incidencia de peces deformes y de supervivencia, que no mostraron

diferencias significativas.

Tabla XXI. Datos de produccion por lotes en tencas (Tinca tinca) alimentadas con dos
piensos comerciales diferentes.

A B P
Peso inicial lote (Kg) 12.50+0.00 12.50+0.00 ns
Peso final lote (Kg) 40.44+1.99° 32.29+0.68° 0.018
A Peso lote (%) 223.53+15.92" 158.31+5.42° 0.018
Tasa de alimentacion (%/dia) 2.46x0.27 2.46x0.27 ns
IC 2.06+0.16° 2.65+0.09" 0.013
IDef (%) 23.81+2.52 26.67+1.45 ns
Supervivencia (%) 93.51+4.00 88.31+£1.84 ns

Los datos muestran medias = SEM, n = 3. Las letras diferentes indican diferencias significativas (P <
0.05), ns (no significativa). A Peso (Incremento de peso), IC (indice de conversion alimenticia), IDef %
(Incidencia de peces con Deformidades corporales visibles), A (Peces alimentados con pienso de dorada),
B (Peces alimentados con pienso de tilapia).
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Con respecto a todas las variables de crecimiento de los lotes analizados en su
conjunto se pudo observar que los valores méas elevados se obtuvieron en los peces
alimentados con pienso de dorada (Grupo A) a excepcidn de la variable IC (indice de
conversion del alimento), que fue significativamente superior en los peces alimentados

con el pieso de tilapia (Grupo B).

En el andlisis de los peces de forma individual (Tabla XXII) se observo que el
peso individual ha sido superior en el grupo experimental A, pero en cuanto a la
longitud total final no se han obtenido diferencias estadisticamente significativas. El

indice de condicion, como consecuencia, también fue mayor en los peces del grupo A.

Tabla XXII. Datos biométricos y de crecimiento individual en tencas (Tinca tinca)
alimentadas con dos piensos comerciales.

A B P
Peso inicial (g) 5.98+0.18 5.98+0.18 ns
Peso final (g) 20.69+0.70° 17.49+0.62° 0.001
L. Total inicial (mm) 79.26+0.54 79.26+0.54 ns
L. Total final (mm) 109.32+0.82 107.31+0.97 ns
K inicial 100x (g/cm?) 1.17+0.02 1.17+0.02 ns
K final 100x (g/cm®) 1.44+0.01° 1.26+0.01° <0.001
TCI 0.92+0.02" 0.75+0.03° <0.001
IHS (%) 1.08+0.12 0.97+0.09 ns
IGS (%) 3.37+0.17 3.30+0.41 ns
IDS (%) 3.67+0.15" 2.97+0.15% 0.002
Grasa perivisceral (%) 6.43+0.82" 4.45+0.24° <0.001
Rendimiento de la carcasa (%) 82.82+0.35° 87.15+0.45" <0.001

Los datos reflejan medias + SEM, siendo n=300, para las variables peso inicial y final, longitud inicial y
final, indices de condicion inicial y final (K) y TCI (Tasa de crecimiento instantaneo); n=12, para las
variables IHS (indice hepatosomatico), I1GS (indice gonadosomatico), IDS (indice digestivosomatico),
grasa perivisceral y rendimiento de la carcasa. Las letras diferentes indican diferencias significativas (P <
0.05), ns (no significativa). A (Peces alimentados con pienso de dorada), B (Peces alimentados con pienso
de tilapia).
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Los indices hepatosomatico y gonadosomatico no mostraron diferencias
significativas pero si lo hicieron el indice digestivosomético y la grasa perivisceral,
mostrando valores mas elevados para el grupo alimentado con pienso para carnivoros
(A). Contrario resultado tuvo el rendimiento de la carcasa que fue significativamente

superior en el grupo experimental B.

6.2.2. Evaluacion de la composicion corporal y de la utilizacion de
la energia y los nutrientes de la dieta en la tenca

En la tabla XXIII se observa como los peces alimentados con pienso de tilapia
(B) mostraron los valores més elevados en cuanto a cenizas y proteina. El valor mas
bajo de proteinas lo mostr6 el grupo inicial (IN) y un valor intermedio se observo en los
peces alimentados con pienso de dorada (A).

La humedad fue menor en el grupo A seguida del B y un valor més alto fue
obtenido en el grupo IN.

El grupo inicial mostr6 por otro lado, los valores mas bajos en cuanto a grasas y
energia. El valor mas alto en grasas se observo en los peces alimentados con la dieta de

dorada, mas rica en este nutriente (grupo A).

Tabla XXIII. Composicion corporal (s/sf) de la tenca (Tinca tinca) alimentada con dos
piensos comerciales distintos.

IN A B P
Humedad (%) 76.95+0.17° 67.20£0.36° 73.59+0.19°  <0.001
Proteina (%) 13.73+0.17% 14.50+0.17° 15.36+0.15° <0.001
Grasas (%) 3.80+0.22° 10.07+0.59° 6.43+0.31"  <0.001
Cenizas (%) 2.83+0.04"  2.17+0.07° 3.12+0.09°  <0.001
Energia (MJ / Kg) 3.72+0.08°  6.21+0.21° 4.98+0.11°  <0.001

Los datos muestran media + SEM, n = 12. Las letras diferentes indican diferencias significativas (P <
0.05), ns (no significativa). IN (Lote inicial de peces) A (Peces alimentados con pienso de dorada), B
(Peces alimentados con pienso de tilapia).
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En la tabla XXIV se observa que todas las variables analizadas muestran

diferencias significativas y que presentan un valor mayor en el grupo A, a excepcion de

la retencidn de lipidos que fue mayor en el grupo B.

Las variables VPP (Valor productivo de la proteina), CEC (Coeficiente de eficacia

en crecimiento) y la retencién de energia fueron similares en ambos grupos y no

mostraron diferencias.

Tabla XXIV. Utilizacion de la energia y los nutrientes de la dieta en la tenca (Tinca

tinca).

A B P
N corporal inicial lote (g) 264.00+0.00 264.00+0.00 ns
N corporal final lote (Q) 936.59+14.93" 794.38+11.65° 0.014
Ganancia de N corporal (g) 672.90+14.93" 530.69+11.65%  0.014
N ingerido lote (Q) 4.273.42+0.00°  3.335.48+0.00° <0.001
VPP (%) 15.49+0.75 15. 55+0.50 ns
CEC (%) 1.12+0.08 1.02+0.03 ns
Total lipidos ingeridos (Kg) 11.78+0.00° 2.96+0.00° <0.001
Total energia ingerida (MJ/kg) 1.27+0.00° 0.96+0.00° <0.001
RL (%) 30.77+4.22° 54.81+3.91 0.015
RE (%) 18.90+1.67 15.7620.60 ns

Los datos reflejan medias + SEM, siendo n=12, VPP (Valor Productivo de la Proteina), CEC (Coeficiente
de Eficacia en Crecimeinto), RL (Retencidn de Lipidos), RE (Retencién de Energia). Las letras diferentes
indican diferencias significativas (P < 0.05), ns (no significativa), A (Peces alimentados con pienso de
dorada), B (Peces alimentados con pienso de tilapia).

6.2.3. Efectos de la dieta sobre el perfil de aminoacidos de la tenca
en cultivo intensivo

En la tabla XXV se aprecia como las distintas dietas no han supuesto diferencias
significativas entre los grupos A y B para ningin aminoacido. Si que han mostrado
algunas diferencias con respecto al grupo inicial IN, que mostrd valores mas elevado

para los aminoacidos glutamina, histidina y alanina, y valores mas bajo para los
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aminoacidos tirosina y metionina con respecto a los valores obtenidos en los grupos

experimentales A 'y B.

Tabla XXV. Perfil de aminoéacidos en la tenca (Tinca tinca) alimentada con dos dietas
comerciales diferentes.

% sobre el . ]

total Pienso D Pienso T IN A B P
ASP 15.26 1257  19.56+1.62  19.17+1.01 20.07+0.35 ns
SER 6.39 6.90 7.06+0.52 6.2240.48  6.00+0.19 ns
GLU 11.20 21.82  15.04+1.28° 12.74+0.82° 12.10+0.24%> 0.048
GLY 10.39 12.22 8.44+1.96 11.73+0.53  11.06+0.95 ns
HIS 4.30 4.87 2.84+1.29°  1.34+0.49%°  0.24+0.24*°  0.042
ARG 1.84 1.36 4.16+0.51 3.55+0.51  4.74+0.26 ns
THR 2.63 0.52 3.18+0.59 3.66+0.59  4.06+0.14 ns
ALA 11.83 9.69 11.60+0.48°  9.73+0.58*  9.85+0.24*  0.021
PRO 6.91 10.10 5.59+0.43 5.76+0.45  5.45+0.17 ns
CYS 0.00 0.00 0.00+0.00 1.26+0.63  0.15+0.10 ns
TYR 1.44 0.00 0.40+0.12%  0.83+0.16® 1.36+0.29°  0.021
VAL 6.87 3.47 4.35+0.43 4.36+0.46  4.81+0.15 ns
MET 0.00 0.00 0.26+0.19° 1.05+0.28°  1.00+0.08°  0.033
LYS 4.74 2.20 7.26+0.44 6.53+0.71  7.54+0.23 ns
ILE 1.52 1.79 1.46+0.42 2.93+0.58  2.44+0.18 ns
LEU 12.26 11.38 7.15+0.31 6.92+0.58  7.06+0.19 ns
PHE 2.43 1.09 1.65+0.30 2.22+0.49  2.06+0.06 ns

Los datos muestran media + SEM del porcentaje sobre el total, n = 12. En amarillo se marcan los
aminodcidos esenciales. Las letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05), ns (no
significativa). Pienso D (Dorada), Pienso T (Tilapia), IN (Lote inicial de peces), A (Peces alimentados
con pienso de dorada), B (Peces alimentados con pienso de tilapia).
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6.2.4. Efectos de la dieta sobre el perfil lipidico de la tenca en
cultivo intensivo

El perfil lipidico de los piensos y de las tencas analizadas se muestra en la tabla
XXVI. De forma general se observan diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo inicial (IN) respecto de los otros dos grupos, Ay B.

El contenido de AGS (Acidos grasos saturados) fue mayor en el pienso de dorada
pero menor en el caso de los peces alimentados con esta dieta (Grupo A) si los
comparamos con los otros dos grupos IN y B.

El caso contrario ocurri6 con los AGI (Acidos grasos insaturados), que fueron
mas abundantes en el pienso de tilapia pero cuyo valor mas elevado se encuentr6 en los
peces alimentados con dieta de dorada. En este caso, el valor més bajo de AGI se
detecto en los peces del grupo inicial.

Con respecto al conjunto de AGP (Acidos Grasos Poli-insaturados) encontramos
una mayor cantidad de estos en el pienso de tilapia, pero los valores fueron iguales en
los peces alimentados con cualquiera de las dos dietas evaluadas (Grupos A y B). El
valor de AGP fue significativamente menor en el grupo IN con respecto a los anteriores.

En el caso de los acidos grasos tipo n-6 ocurrié exactamente igual, aunque en este
caso, el valor mayor correspondié con la dieta de tilapia, pero tampoco se observaron
diferencias entre los grupos A 'y B. De nuevo el grupo inicial (IN) present6 el valor mas
bajo con diferencias estadisticamente significativas respecto de los otros dos grupos.

Encontramos una posible relacién entre los &cidos grasos n-3, que fueron mas
abundantes en la dieta de dorada y esto parece reflejarse en los peces alimentados con
esta dieta (grupo A), encontrando en ellos un valor significativamente mas alto respecto
a los otros dos grupos.

Los peces del grupo B alimentados con el pienso de tilapia, con menos lipidos y
proteina, son los que presentaron mayor cantidad de acidos grasos saturados, menor
cantidad de n-3 y menor relacion n-3/n-6 si los comparamos con los otros dos grupos de

tencas IN y A.
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Tabla XXVI. Perfil lipidico de la tenca (Tinca tinca) alimentada con dos dietas

comerciales diferentes.

% sobre el total D T IN A B P
Undecanoico (C11:0) 0.12 0.06 0.17#0.01° 0.04+0.02*>  0.06x0.00 0.02
Laurico (C12:0) 0.16 0.06 0.19£0.01° 0.08+0.01° 0.03%0.01° 0.01
Miristico (C14:0) 261 1.89 4.78+0.20° 2.95+0.08" 2.23+0.02*® <0.001
Miristoleico (C14:1) 0.04 0.05 0.10+0.02  0.06+0.02  0.06+0.00 ns
Pentadecanoico (C15:0) 0.35 0.27 0.71#0.05° 0.42+0.02* 0.32+0.01° <0.001
Palmitico (C16:0) 23.21 21.48 32.47+0.27° 22.40+0.93* 26.69+0.40" 0.001
Palmitoleico (Z C16:1n9) 361 220 11.05+0.51° 7.83+0.09° 8.29+0.14* <0.001
Margarico (C17:0) 0.38 0.28 0.60+0.01° 0.27+0.04* 0.24+0.01° 0.001
Estearico C18:0) 431 3.02 3.59+0.30° 2.67+0.09° 2.66+0.12° 0.016
Oleico (Z C18:1n9) 26.31 21.73 23.82+0.69* 30.39+0.92° 29.34+0.71° 0.007
Acido W7(C18:1n7) 6.66 5.40 7.14+0.20 6.80+0.76 6.53+0.15 ns
Linoleico (ZC18:2n6) 22.23 3651 8.21+0.29° 14.85+1.67° 17.73+0.43" 0.007
Araquidico (C20:0) 0.00 0.00 0.00+0.00 0.06+0.06 0.00£0.00 ns
Eicosenoico, cisl1l (C20:1) 0.00 0.00 0.00+£0.00 1.12+0.21  0.00+0.00 ns
Linolénico (C18:3n3) 294 219 1.78+0.21° 0.81+0.07* 1.84+0.04° 0.001
Eicosadienoico, cisl1,14 (20:2) 0.00 0.00 0.13+0.13* 0.45+0.04"  0.00+0.00° 0.05
Eicosatrienoico, cis8,11,14 (C20:3n6) 0.00 0.00 0.00+0.00 0.25+0.02 0.00+0.00 ns
Erucico (C22:1n9) 0.00 0.00 0.00£0.00 0.27+0.03  0.00+0.00 ns
Eicosatrienoico cis11,14,17 (C20:3) 004 056 0.31+0.01° 0.04+0.04° 0.14+.00° 0.003
Tricosanoico (C23:0) 0.00 0.00 0.00£0.00  0.04+0.04  0.00+0.00 ns
Araquidonico (C20:4n6) 0.46 0.23 0.74+0.03° 0.46+0.04* 0.46+0.02° 0.003
Docosadienoico cis 13,16 (C22:2) 0.24 0.8 0.29+0.07 0.52+0.04° 0.15%0.07° 0.17
Lignocérico (C24:0) 0.07 0.03 0.11+0.02° 0.01+0.01° 0.04+0.01° 0.12
EPA, cis 5,8,11,14,17 (C20:5n3) 053 146 1.10+0.05° 2.61+0.26° 1.00+0.05° 0.002
Nervonico (C24:1) 0.12 0.06 0.21+0.03" 0.03+0.03* 0.08+0.01°  0.006
DHA, cis 4,7,10,13,16,19 (C22:6n3) 353 223 254+0.09° 4.50+0.30° 2.1+0.17° 0.001
X AGS 31.21 27.09 42.59+0.23° 28.94+1.04*° 32.27+0.53" <0.001
X AGI 66.71 72.80 57.40+0.24* 71.00+1.10° 67.73+0.53" <0.001
X AGMI 36.74 29.44 42.32+0.27 46.50+1.35 44.30+0.90 ns
X AGPI 29.97 4336 14.96+0.40*° 24.05+2.40° 23.44+0.51° 0.028
X n-3 7.04 6.44 572+0.14* 7.96+0.65° 5.10+0.19° 0.012
X n-6 22.93 36.92 9.24+0.27° 16.09+1.76° 18.34+0.38" 0.01
X n-3/Xn-6 0.31 0.17 0.62+0.00° 0.50+0.02° 0.28+0.01°  <0.001

Los datos muestran media + SEM del porcentaje sobre el total de lipidos, n = 3. Las letras diferentes
indican diferencias significativas (P < 0.05), ns (no significativa). * AGS (Acidos Grasos Saturados =
C11+C12+C14+C15+C16+C17+C18+ C20+C22+C:3+C:4), = AGI (Acidos Grasos Insaturados

=C14:1+C16:1n9+C18:1n9+C18:1n7+C18:2n6+C20:1+C18:3n3+C20:2+C20:3n6+C22:1n9+C20:3+
C20:4n6+C22:2+C20:5n3+C24:1+C22:6n3), X AGMI (Acidos Grasos

Mono-insaturados =

C14:1+C16:1n9+C18:1n9+C18:1n7+ C20:1+C22:1n9+C24:1), = AGPI (Acidos Grasos Poli-insaturados
= C18:2n6+C18:3n3+C20:2+ (C20:3n6+C20:3+C20:4n6+C22:2+C20:5n3+C22:6n3), £ n-3 (Acidos

Grasos tipo n-3 =

C18:3n3+ (C20:5n3+ (C22:6n3), X n-6 (Acidos Grasos tipo n-6 =

C18:2n6+C20:3n6+C20:4n6), D (Pienso de dorada), T (Pienso de tilapia), IN (Lote inicial de peces) A

(Peces alimentados con pienso de dorada), B (Peces alimentados con pienso de tilapia).
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6.2.5. Efectos de la dieta sobre parametros bioquimicos en el
plasma de la tenca en cultivo intensivo

La Tabla XXVII muestra los valores de pardametros bioquimicos analizados en el
plasma donde se han obtenido diferencias estadisticamente significativas tanto entre los
grupos experimentales entre si como al comparar éstos con los datos de los peces al

inicio del experimento.

Tabla XXVII. Bioquimica, hormonas y electrolitos en plasma de tencas (Tinca tinca)
alimentadas con distintas dietas.

IN A B P
8.85+0.87° 15.65+2.36°  18.60+1.58°  0.14

Cortisol (png/dL)

Glucosa (mg/dL) 80.00+5.04 81.09+5.10 77.00+5.79 ns

Colesterol (mg/dL) 174.60+6.13°  199.55+3.62°  156.42+4.94% 0.0001
HDL (mg/mL) 68.20+2.36°  138.18+10.88° 85.75+3.39°  0.0001
LDL (mg/mL) 15.00£1.13°  14.36+0.89°  11.25+0.75°  0.023
Triglicéridos (mg/dL)  129.67+3.89  126.64+11.68 153.25+6.46 ns

Proteina total (mg/mL)  41.58+6.74°  4571+2.67°  29.95+2.27%°  0.002
T3 (ug/mL) 3.130.08 4.42+0.08" 5.59+0.16°  0.0001
T4 (ng/dL) 0.23+0.03" 0.01+0.00° 0.02+0.01° 0.0001
CI" (mmol/L) 109.80+0.13*  109.27+1.35  115.50+0.85" 0.0001
K* (mmol/L) 0.57+0.02° 1.14+0.16°  0.77+0.09®  0.021
Na" (mmol/L) 148.40+2.14%  149.09+1.97% 155.75+1.21°  0.017

Los valores son media £ SEM (n = 12 peces). Las letras diferentes indican diferencias significativas (P <
0.05), (ns) no significativa. HDL (High density lipoprotein). LDL (Low density lipoprotein), T3
(Triyodotironina), T4 (Tiroxina). IN (Peces iniciales), A (Peces alimentados con pienso de dorada), B
(Peces alimentados con pienso de tilapia).

Asi, encontramos como el cortisol fue méas elevado en los peces de los grupos A
y B frente al grupo inicial, aunque entre ellos no se obtuvieron diferencias

estadisticamente significativas.
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Con respecto al colesterol total también se hallaron diferencias significativas,
pero obteniendo los valores méas bajos en el grupo B, valores intermedios en el grupo
inicial y los valores mas altos en el grupo A.

Con respecto a las lipoproteinas de alta densidad (HDL) también se encuentran los
valores mayores significativamente en el grupo experimental A respecto de los otros
dos grupos IN y B, que no mostraban diferencias significativas entre ellos.

Tanto el colesterol de baja densidad (LDL) como la proteina total fueron menores
significativamente en el grupo B frente a los otros dos grupos analizados (IN y A).

Con respecto a las hormonas tiroideas, los valores méas elevados de forma
estadisticamente significativa de la T3 se encontraron en el grupo B, un valor
intermedio en el grupo A y el valor més bajo en el grupo inicial. En el caso de la
hormona T4 ocurrio al contrario con los valores mas altos en el grupo inicial (IN), pero
no se apreciaron diferencias significativas ente los grupos alimentados con las dos
dietas (A 'y B).

Al analizar los electrolitos se observaron valores superiores de Cloro (CI") y sodio
(Na") en el grupo experimental B frente a los grupos IN y A. En cambio para el potasio
(K") el valor més elevado correspondi6 al el grupo experimental A, mostrando un valor
intermedio para el grupo B y un valor significativamente menor para el grupo inicial.

No se encontraron diferencias significativas ni en los niveles de glucosa ni en los

triglicéridos plasmaticos entre los tres grupos experimentales.

6.2.6. Efectos de la dieta sobre parametros relacionados con el
metabolismo intermediario de la tenca en cultivo intensivo

Segun se muestra en la tabla XXVIII existen diferencias estadisticamente
significativas en varias enzimas relacionadas con el metabolismo intermediario de las
tencas alimentadas con dos dietas diferentes en cuando a su contenido en proteina y
grasas.

En primer lugar, las enzimas transaminasas presentaron el valor méas bajo en el
grupo de peces con una dieta mas pobre (B) frente a los peces del stock inicial IN y los

peces alimentados con dieta para carnivoros (A). Para el caso concreto de la GPT no se
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marcaron diferencias significativas entre los peces de los grupos A y B, aunque la
tendencia fue similar a la presentada por la otra enzima transaminasa analizada GOT.

Para las enzimas HOAD y FBPasa los valores significativamente mas altos se
encontraron en el grupo de stock inicial, mientras que no presentaron diferencias en los
grupos tratados con distintas dietas (A y B).

La enzima G6PDH presentd el valor mas alto en los peces con dieta de herbivoros
(B), un valor intermedio para los peces alimentados con dieta de carnivoros (A) y
finalmente el valor mas bajo se observo en los peces del stock inicial.

Las enzimas LDH, PK y HK mostraron los valores mas bajos en los peces
alimentados con pienso para carnivoros (A). Para la LDH el valor mas elevado
correspondid al grupo inicial (IN) y se observo un valor intermedio sin llegar a marcar
diferencias estadisticamente significativas con los otros dos grupos (IN y B). La
enzima HK mostré el valor mas bajo para los peces del grupo A y valores intermedios

con diferencias significativas para el grupo B.

Tabla XXVIII. Influencia de la alimentacion en el metabolismo intermediario del
higado de tenca (Tinca tinca).

IN A B P
GOT (mU/mg proteina) 505.85+21.33"  513.06+24.14° 422.31+9.85° 0.006
GPT (mU/mg proteina) 272.30+4.15°  202.41+28.33% 142.10+19.30° 0.005
CS (mU/mg proteina) 26.35+1.08 26.30+2.15 27.79+1.20 ns

HOAD (mU/mg proteina) ~ 20.22+2.23" 10.00£1.06°  10.32+1.29>  0.003
G6PDH (mU/mg proteina)  30.69+1.34% 70.07+5.39°  113.706.18° <0.001
FBPasa (mU/mg proteina) 15.87+0.76" 11.73+0.77*  11.83+0.81* 0.035

LDH (U/mg proteina) 5.68+0.07" 3.11+0.77° 4.46+0.18"  0.035
PK (mU/mg proteina) 277.07+9.45° 161.16+21.99° 312.14+17.61° <0.001
HK (mU/mg protein) 38.81+3.46° 14.81+1.95°  25.43+3.48°  0.001

Los valores indican media + SEM (n = 12). Diferentes letras denotan una diferencia significativa (P <
0.05). ns: no significativo. GOT (Glutamato oxaloacetato transaminasa), GPT (Glutamato piruvato
transaminasa), CS (Citrato sintasa), HOAD (p-Hidroxiacil-CoA deshidrogenasa), G6PDH (Glucosa 6
fosfato deshidrogenasa), FBPasa (Fructosa-1,6-bisfosfatasa), LDH (Lactato-deshidrogenasa), PK
(Piruvato kinasa), HK (Hexokinasa), IN (Peces iniciales), A (Peces alimentados con pienso de dorada), B
(Peces alimentados con pienso de tilapia).
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6.2.7. Efectos de la dieta sobre parametros relacionados con el
estado oxidativo de la tenca en cultivo intensivo

En la tabla XXIX, se muestran diferencias estadisticamente significativas en casi
todas las variables relacionadas con el mantenimiento del estado oxidativo de los peces,
exceptuando la superoxido dismutasa (SOD) y la catalasa.

Con respecto a la GPX no se apreciaron diferencias significatvas entre los grupos
A'y B pero si de éstos con respecto al grupo Inicial (IN), que mostré el valor mas alto.

En el caso de la GST ocurrié de manera similar aunque en este caso el grupo A
mostré un valor intermedio sin diferencias significativas respecto de los otros dos

grupos IN y B.

Tabla XXI1X. Influencia de la alimentacion en el estado oxidativo del higado de la tenca
(Tinca tinca).

IN A B P
SOD (U/mg proteina) 111.6247.37  121.80+5.89  101.33%5.66  ns

Catalasa (U/mg proteina) 88.01+6.94 93.43+8.39 83.43+5.75 ns

GPX (mU/mg proteina) 38.89+0.51°  28.68+1.72°  31.56+1.36°  0.007
GR (mU/mg proteina) 7.58+0.24° 10.74+0.68°  12.97+0.32°  0.0001
GST (mU/mg proteina) 297.98+6.50° 235.61+18.17*" 189.39+22.31* 0.025
DTD (mU/mg proteina) 2.04+0.12° 1.75+0.16° 2.68+0.14°  0.0001
G6PDH (mU/mg proteina) 30.69+1.34° 70.0745.39"  113.70+6.18° 0.0001
FRAP (mg/mL) 391.93+11.16° 329.06+11.27% 447.33+13.06° 0.0001
TEAC (mg/mL) 440.44+23.09% 395.66+16.43° 474.46+5.58°  0.002
MDA (mg/mL) 5.04+0.51° 7.51+0.88° 4.08+0.19°  0.002

Los valores indican media + SEM (n = 12). Diferentes letras denotan una diferencia significativa (P <
0.05). ns (no significativo). SOD (Superéxido dismutasa), GPX (Glutatién peroxidasa), GR (Glutatién
reductasa), GST (Glutatién-S-transferasa), DTD (DT-diaforasa), G6PDH (Glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa), FRAP (capacidad antioxidante total del plasma), TEAC (Capacidad antioxidante
equivalente al trolox), MDA (Malondialdehido), IN (Peces iniciales), A (Peces alimentados con pienso de
dorada), B (Peces alimentados con pienso de tilapia).
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Las enzimas GR, DTD, G6PDH, FRAP y TEAC mostraron los valores mas
elevados en los peces del grupo B, mientras que el MDA mostro6 el nivel méas bajo en
este mismo grupo aunque sin diferencias significativas frente al grupo inicial (IN).

Por otro lado, la GR alcanzo el valor més alto en el grupo B y el méas bajo en el
lote de peces iniciales (IN), mostrando el grupo A un valor intermedio pero
significativamente distinto con respecto a los otros dos. Esta misma dindmica se
observé para la enzima G6PDH.

El grupo B también mostré el valor mas elevado en las variables DTD, FRAP y
TEAC. Con respeto a la DTD, los grupos IN y A no mostraban diferencias
significativas. En el caso de la variable FRAP si se obtuvieron diferencias significativas
mostrando el valor mas bajo el grupo A y un valor intermedio pero también con
diferencias significativas, el grupo de peces iniciales IN.

Finalmente la variable MDA mostré diferencias significativas para los IN y B

respecto al grupo A, que fue el de mayor valor en MDA.

6.2.8. Efecto de la dieta sobre parametros inmunolégicos de la
tenca en cultivo intensivo

La tabla XXX muestra diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
experimentales y de éstos respecto del grupo inicial de peces, en algunos parametros
inmunoldgicos.

Para las globulinas encontramos valores mas altos en el grupo A frente a los peces
del grupo IN y al grupo B que no mostraron diferencias entre si.

En el caso de la actividad lisozima, los valores mas elevados se encuentran en los
grupos A y B y el valor mas bajo corresponde al grupo de peces iniciales (IN). Esta
misma dinamica la encontramos en el porcentaje de linfocitos. En el caso contrario
estarian el porcentaje total de granulocitos, el porcentaje de granulocitos eosinéfilos y el
de monocitos, que mostraron el valor mas elevado en el grupo IN.

El valor de hematocrito fue diferente significativamente ente los grupos Ay B, no
mostrando diferencias significativas ninguno de ellos con los peces al inicio del

experimento.
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Tabla XXX. Parametros hematoldgicos e inmunoldgicos en tencas (Tinca tinca)
alimentadas con distintas dietas.

IN A B P
Globulinas totales (mg/mL) 34.74+4.74* 53.47+1.58" 42.10+2.58" 0.0001
Inmunoglobulina total (mg/mL) 18.34+1.11  19.49+1.93 14.65+2.07 ns
Actividad respiratoria (D.O.) - 0.13+0.01  0.13+0.03 ns
Actividad peroxidasa (D.O.) 1.3240.26 1.71+0.21  1.44+0.09 ns
Actividad lisozima (ug/mL of equiv. HEWL)  1.36£0.16°  1.99+0.18" 1.96x0.11° 0.036
Hematocrito (%) 31.46+1.26™ 29.58+0.59° 33.78+0.65" 0.001
Hemoglobina (mg/dL) - 27.50+1.32 32.20+3.95 ns
Linfocitos (%) 67.39+£3.24° 77.04+2.15° 76.07£1.94° 0.05
Granulocitos (%) 15.17+2.16°  8.96+1.42° 7.55+1.02° 0.011
Granulocitos eosindfilos (%) 11.0442.21°  4.4620.67° 4.01+0.49° 0.0001
Granulocitos basofilos (%) 4.12+0.35 450+0.86  3.25£0.62  ns
Monaocitos (%) 7.29+1.42° 2.70+0.45° 3.91+0.69° 0.005
Linfocitos / granulocitos 5.05+0.91  11.72+2.14 13.70+2.89  ns

Los datos muestran medias + SEM, n = 12. Las letras diferentes indican diferencias significativas (P <
0.05), ns (no significativa). HEWL (Hen Egg White Lysozyme). IN (Peces iniciales), A (Peces
alimentados con pienso de dorada), B (Peces alimentados con pienso de tilapia).

6.2.9. Test de tolerancia a la glucosa en la tenca

Se realizo el test de tolerancia a la glucosa mediante inyeccion intraperiotoneal en
tenca y en trucha comudn, como especie control de referencia. Se puede apreciar en la
figuras 43a que a lo largo del ensayo no se producen diferencias significativas en ambas
especies con una dosis de 200 mg / kg de pez, y comparando cada especie con sus
respectivos controles tratados con suero fisioldgico (NaCl al 0,9 %).

Se obtuvo un incremento respecto a los valores iniciales, a las 2 horas de la
inyeccion en ambas especies, tanto en los grupos tratados con glucosa como en los
controles tratados con suero fisioldgico.

En la figura 43b se mostran el TTG de los peces tratados con glucosa 1.000mg /
kg de pez. La tenca experimentd un aumento estadisticamente significativo frente a los
controles, con valor méaximo a las 2 horas (298,9 + 16,49 mg/ mL y 170,33 + 17,20 mg

/ mL, respectivamente), recuperando los valores iniciales a las 4 h tras la inyeccion.
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Figura 43. Test de tolerancia a la glucosa en tenca (Tinca tinca) y trucha comdn (Salmo trutta),
con dosis de 200 mg/kg (a) y 1.000 mg/kg (b). Los valores indican media + SEM, n=6.

Por el contrario, en la trucha comun se observo un aumento significativo respecto
a los controles a las dos horas (381,6 + 42,92 mg / mL y 142,83 + 14,89 mg / mL,
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respectivamente) y se mantuvo un mayor nivel hiperglucémico hasta pasadas 10 h tras
la inyeccidn, cuando los valores de glucosa en sangre de las truchas tratadas volvieron a

ser similares a los de los controles.

6.2.10. Analisis histoldgico en tencas alimentadas con dos

dietas distintas

6.2.10.1. Andlisis histolégico en el intestino

El estudio histologico del intestino de la tenca puso de manifiesto en los animales
alimentados con piensos pobres en proteina y lipidos y presentaron diferencias respecto
a la longitud y grosor de las vellosidades en el intestino medial, mientras que no se
observaron diferencias estadisiticamente significativas entre las dos dietas en el
proximal (Tabla XXI). Estas diferencias se ponen de manifiesto principalmente al
comparar el intestino medio, mostrando el grupo A una menor luz intestinal debido a un

alargamiento de sus vellosidades (Fig. 44).

Tabla XXXI. Influencia de dieta en la morfologia del intenstino proximal y

medial de la tenca (Tinca tinca).

A B P
Intestino proximal
Longitud vellosidades (%) 44.19+2.21 44.60£1.07 ns
Grosor vellosidades (%) 10.54+0.41 10.21+0.44 ns
Espesor capa muscular (%) 19.02+1.45 18.62+0.47 ns
Intestino medial

Longitud vellosidades (%) 77.50+2.83° 46.76+1.43% <0.001
Grosor vellosidades (%) 14.71+0.98" 9.65+0.57°  <0.001
Espesor capa muscular (%) 18.75+0.88 18.82+1.41 ns

Los valores indican media £ SEM n = 10 del porcentaje con respecto al radio de la seccidn transversal
analizada. Diferentes letras denotan diferencias significativas (P < 0.05), ns (no significativo). A (Peces
alimentados con pienso de dorada), B (Peces alimentados con pienso de tilapia).
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Figura 44. Influencia de los piensos en la morfologia del intestino medial de la tenca (Tinca tinca).
Secciones transversales del intestino medial mostraron que los peces alimentados con pienso de dorada
(Grupo A) mostraron claramente una mayor longitud de las vellosidades y menor la luz intestinal que los
alimentados con pienso de tilapia (Grupo B). Tincién de Hematoxilina-Eosina. Barra de escala = 400 pm.

6.2.10.2. Andlisis histolégico en el higado

Cuando se analizé el tejido hepatico, se observd un mayor volumen
citoplasmatico de los hepatocitos y con zonas menos tefiidas, posiblemente asociadas a
resevas energéticas, en los peces del grupo A (Fig. 45). En ambos casos, se observaron
zonas de tincién acidofila con disposicion radial en el hepatocito, que podria estar

asociada a depdsitos de glucdgeno.

Figuras 45. Seccion histoldgica del parénquima hepatico de tencas alimentada con pienso de
dorada (A) y pienso de tilapia (B). Los asteriscos sefialan depdsitos de lipidos neutros. Las
flechas indican una probable disposicion radial de glucdgeno. La punta de flecha marca una
posible célula inmunitaria. Tincion de Hematoxilina-Eosina. Barra = 10 pum.
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6.3. DISCUSION

Se podria decir que los costes principales de la produccion acuicola se deben a la
alimentacion, pudiendo alcanzar hasta el 70% de los gastos generales (Thompson et al.,
2008). Las harinas y aceites de pescado empleadas principalmente para la composicion
de los piensos comerciales resulta cada vez mas costoso tanto econémicamente como
desde el punto de vista medioambiental. La continua dependencia de la harina de
pescado como principal fuente de proteinas para los piensos de peces no parece
sostenible (Williams, 2009), ya que los recursos de harina y aceite de pescado son
limitados y sus precios cada vez mas elevados (Hardy 2008). Por esto el uso de
productos alternativos como proteinas y aceites vegetales es cada vez mas comun.

En la tenca se han realizado en las dltimas décadas diversos estudios en este
sentido con resultados muy variados y en general poco satisfactorios. Algunos autores
encontraron crecimientos muy reducidos (Quiros & Alvarino, 1998; Wolnicki &
Myszkowski, 1998; Quiros et al., 2003; Mares et al., 2007), altas tasas de mortalidad
(Quiros & Alvarino, 1998; Quiros et al., 2003; Rennert et al., 2003; Celada et al., 2009)
y aumento de los casos de deformaciones corporales (Rennert et al., 2003; Kamler et
al., 2006; Wolnicki et al., 2006; Myszkowski et al., 2010; Kaminski et al., 2017).

Evidentemente el estudio presentado en este capitulo no supone un ensayo de
nutricion clasico donde se evaltan los piensos experimentales formulados con un fin
concreto. Dado que no existen comercialmente formulas ajustadas para la tenca, la
finalidad de este ensayo es estudiar las repercusiones de dos piensos con distinta
formulacidn sobre diferentes parametros fisioldgicos relacionados con el bienestar de la
tenca en cultivo intensivo. Estos piensos estdn disefiados, el primero de ellos
especificamente para alimentar a doradas, es decir, una especie considerada como
carnivora (pienso D) y el segundo para alimentar a tilapias, especie descrita como
herbivora (pienso T).

El analisis de la composicion proximal realizado para comprobar los datos de los
piensos comerciales utilizados (Inicio Plus 868 para dorada y 50 % de Efico Alpha 845
+ 50% de Efico Alpha 830 para tilapia) confirmd un mayor porcentaje de proteina en el
pienso D (47%) que en el T (40%), un mayor porcentaje de lipidos también en el pienso
D (21%) frente al T (6%) y en consecuencia, el MELN en T fue superior (40% en T
frente a 18% en D).
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Con respecto a la composicion en aminoacidos, el aminograma reflejé la ausencia
de metionina y de cisteina en ambos piensos y una mayor cantidad de los amino&cidos
esenciales treonina, lisina y fenilalanina en el pienso D. Precisamente las primeras
deficiencias aminoacidicas en los peces se descubrieron para la metionina, esencial para
el 6ptimo crecimiento de las especies acuicolas, y que la presencia de cisteina reduce la
necesidad de metionina dietaria para un 6ptimo crecimiento (Dabrowski et al., 2007) .
Es destacable que en estas formulas no aparezcan ninguno de los dos aminoacidos,
posiblemente debido a una limitacion del método de medida. Ademas no aparece
triptéfano, cuyo deficit se asocia a la aparicién de deformidades como escoliosis y
lordosis (Goodwin, 1983).

Ambas dietas presentan un alto contenido en energia (mayor en el pienso D) y en
relacién P/E (semejante en ambos piensos) lo que nos indicaria que estos piensos
estarian disefiados para peces en fase juvenil. En la actualidad, los piensos disponibles
en el mercado presentan un amplio intervalo de niveles de energia (15,6 — 22,7 MJ / kg),
y de relaciones proteina/energia (16,6 — 22,6 g / MJ), para las diferentes especies

incluso superiores, como en el rodaballo que puede ascender hasta 31 —34 g/ MJ .

6.3.1. Efectos de la dieta sobre el crecimiento e indices biométricos
de la tenca en cultivo intensivo

En la figura 46 se puede observar como la dieta D ha promovido un mayor
crecimiento en peso de los peces que podria estar relacionado con un mayor acimulo
lipidico observado como mayor indice de grasa perivisceral y en consecuencia un mayor
indice de condicion corporal (K). Por el contrario, este grupo de peces presentaria
menor rendimiento de la carcasa.

En los trabajos realizados hasta la fecha que se han podido consultar relacionados
con crecimiento de tencas juveniles, los datos de TCI (Tasa de crecimiento instantaneo)
irian desde los 0,61 % / dia (Quir0és et al., 2003) hasta los 2,55 % / dia (Kelmer et al.,
2006), aunque en todos estos casos los peces eran mucho menores en tamafo y edad
que los utilizados en este trabajo. Se asume que las tasas de crecimiento especificas de

los peces, como en otros animales, disminuyen al aumentar el tamafio corporal, tanto en
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el propio desarrollo ontogénico de los individuos como al comparar entre distintas

especies (Winemiller et al., 1992; Cury y Pauly, 2000).
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Figura 46. Datos biométricos y de crecimiento individual de tencas (Tinca tinca) alimentadas con dos
piensos comerciales. Los datos reflejan medias £ SEM en porcentajes con respecto al maximo valor de
cada variable considerado 100. Distintas letras denotan diferencias significativas, (P < 0.05), siendo n =
315, para las variables peso final, indices de condicidn final (K) y Tasa de crecimiento instantaneo (TCI),
n = 3 para IC (indice de conversion del alimento), n = 12 para las variables IDS (indice
digestivosomatico), grasa perivisceral y rendimiento de la carcasa. A (Peces alimentados con pienso de
dorada), B (Peces alimentados con pienso de tilapia).

Para tencas de pesos y edades similares a los analizados en este estudio, los
mayores valores de TCI han sido mostrados por Ribeiro (2016) en su tesis de Master
consiguiendo entre 1,02 y 1,08 %/dia, pero en densidades finales de cultivo de 4,6 kg/
m?. Pantazis (2012), partiendo de peces de 11 g y con una densidad inicial 2,5 kg / m*
consiguié un valor méximo de TCI de 0,3 %/dia. En el presente estudio, los datos de
los peces alimentados con la dieta de dorada han sido de 0,92 %/dia, significativamente
superiores a los mostrados en los peces del grupo B (alimentados con pienso de tilapia)
de 0,75 %/dia, lo que indica que los peces crecieron suficientemente bien.

En la valoracion sobre los indices de conversion alimenticia, aunque en el
presente estudio han sido mejores con diferencias significativas en el grupo
experimental A frente al B, ambos resultados se pueden considerar aceptables, con
valores en torno a 2,5 kg de pienso por cada kg de pescado producido. Datos aln

mejores han sido mostrados por otros autores, pero de nuevo habria que considerar el
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menor tamafio de los peces empleados (< 1 g) y la densidad maxima alcanzada de 2,5
kg / m* (Gonzalez-Rodriguez et al., 2014) y de 4,6 kg /m® (Ribeiro, 2016), frente a los
8,09 kg / m® obtenidos en los peces del grupo A y los 6,46 kg / m* del grupo B en el
presente estudio. Ademas en el caso de Gonzales-Rodriguez las dietas empleadas se
formularon principalmente con harina y aceite de pescado.

Desde el punto de vista del piscicultor, alimentar a la tenca con la dieta de dorada
seria aparentemente méas rentable que hacerlo con la dieta de tilapia ya que parecen
obtenerse mas kg totales de pescado pero puede no ser asi. Es bien conocido que los
macronutrientes que mas encarecen las dietas son las proteina, seguido de los lipidos y
por ultimo los carbohidratos. Ademas, para la mayoria de especies cultivadas, las
fuentes proteicas y lipidicas principales suelen ser la harina y el aceite de pescado, que
ademas de suponer un elevado coste economico también suponen un coste ecoldgico a
tener en cuenta (Tacon, 1998; Williams, 2009).

Por tanto, el empleo de una dieta disefiada para herbivoros, con menos costes de
produccion tanto econdémicos como ecoldgicos podria compensar las diferencias en
crecimiento de los peces. Pero, ¢y desde la consideracion del grado de salud/bienestar
del pez?. El andlisis de los parametros e indices fisioldgicos e histoldgicos realizado

puede arrojar luz sobre este aspecto.

6.3.2. Evaluacion de la composicion corporal y de la utilizacion de
la energia y los nutrientes de la dieta en la tenca

La figura 47 mostra que no se hallaron diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos A y B respecto al uso de la proteina que contenian los piensos
respectivos, tal como reflejan los valores de coeficiente de eficacia en crecimiento
(CEC) y el valor productivo de la proteina (VPP). Esto sugiere que la proteina en ambas
dietas se ha utilizado con fines de crecimiento de forma similar. Los valores obtenidos
durante el presente trabajo estan en linea con los mostrados por otros autores en ensayos
con distintas dietas para la tenca. Asi, Cilecek et al. (2011) obtuvieron valores entre
1,12y 1,28 de CEC empleando dietas con un 57% de proteina y un 15% de grasas en
peces de menos de 0,1 g y con una densidad inicial de 1,15 kg / m®. Datos similares
obtuvieron Mares et al. (2007) con peces iniciales de 1,19 g iniciales a una densidad

inicial de 4 kg / m® y llegando a doblar esta densidad en 120 dias de ensayo. En este
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trabajo se consiguid triplicar el peso de los peces en 100 dias, pasando de 6 g a 20 g en

el grupo Ay llegando a 17,5 g en el grupo B.
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Figura 47. Utilizacién por la tenca (Tinca tinca) de los macronutrientes y la energia de dos dietas
comerciales. Los datos reflejan medias £+ SEM en porcentajes con respecto al maximo valor de cada
variable considerado 100, n = 12. Distintas letras denotan diferencias significativas (P < 0.05). CEC
(Coeficiente de eficacia en crecimiento), VPP (Valor productivo de la proteina), RL (Retencion de
lipidos), RE (Retencion de energia), A (Peces alimentados con pienso de dorada), B (Peces alimentados
con pienso de tilapia).

Los lipidos de la dieta (principalmente triglicéridos) son importantes, no solo
como un proveedor de &cidos grasos esenciales (AGE) sino también como una fuente
importante de energia y moléculas de sefializacion. Por lo tanto, los lipidos limitados en
la dieta pueden suponer estrés nutricional para los organismos (He et al., 2015).

Por lo que respecta a la capacidad de retencion de lipidos (RL), en los animales
alimentados con los piensos propuestos se han podido constatar diferencias
estadisticamente significativas. Asi, los animales alimentados con el pienso de tilapia
han mostrado una mayor retencion lipidica, lo que era de esperar debido al bajo
porcentaje de estos nutrientes que presentaba el pienso de tilapia. Cabe pensar que los
carbohidratos ingeridos por este grupo de peces han sido dirigidos a sintesis lipidica
como se confirmo en el analisis de actividades enzimaticas.

Finalmente, la proporcién de energia retenida ha sido significativamente mayor en

los animales alimentados con el pienso de dorada. Es posible que se deba al alto
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porcentaje de lipidos (21%) y el alto contenido energético (22 MJ / Kg) que han podido
ser excesivos para las necesidades energéticas de estos peces.

6.3.3. Efectos de la dieta sobre el perfil de aminodcidos de la tenca
en cultivo intensivo

Las distintas especies de peces presentan diferentes necesidades de proteinas vy,
ademaés requieren una mezcla bien equilibrada de aminoécidos esenciales (AAE) y no
esenciales (AANE) (Wilson, 2002). Una dieta que proporcione los AAE requeridos
maximiza el crecimiento y la utilizacion de alimento (Zhang et al., 2008). En base a
ciertos experimentos de dosis-respuesta se han determinado las necesidades de AAs de
varias especies de peces (Ahmed, 2012; Khan, 2012; NRC, 2011). Otro método
empleado usualmente para estimar los AAE de varias especies de peces es la medicion
de la composicion de AAE del individuo completo (Meyer y Fracalossi, 2005; Bicudo y
Cyrino, 2009; Hossain et al., 2011).

Numerosos autores han encontrado una fuerte correlacion estadistica entre la
composicion de aminoécidos del individuo y las necesidades de AAE en varias especies
de peces (Buchtova et al., 2007; Abimorad y Castellani, 2011; Wilson, 2002; Wilson y
Poe, 1985). Tesser et al. (2014) comparan la composicion del pez pampano
(Trachinotus marginatus) con los valores encontrados en otras especies de peces
lenguado amarillo (Pleuronectes ferruginea), halibut (Hippoglossus hippoglossus),
lenguado japonés (Paralichthys olivaceus) y el salmon del Atlantico (Salmo salar) y no
se encontraron diferencias importantes. De hecho Mambrini y Kaushik (1995)
sugirieron que la composicion de aminoacidos de todo el cuerpo no deberia ser
significativamente diferente para la mayoria de los teledsteos.

Con respecto a la composicién aminoacidicas de los piensos, se pone de
manifiesto que la dieta D contiene mayor cantidad de AAE treonina, valina, lisina y
fenilalanina que la dieta T, lo que indicaria la alta calidad nutricional del pienso de
dorada. Sin embargo, en el presente estudio no se encontraron diferencias significativas
en la composicion de aminoacidos entre los peces alimentados con los dos tipos de

dietas (Fig. 48), lo que indicaria que las diferencias en AAs entre las dietas no han
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tenido repercusion en la composicion corporal ni en la utilizacion nutritiva de la

proteina (Figs. 47 y 48).
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Figura 48. Concentracion (%) de aminodacidos totales a), esenciales b) y no esenciales c¢) para
los dos grupos experimentales A (Peces alimentados con pienso de dorada), B (Peces
alimentados con pienso de tilapia), con sus correspondientes dietas Dy T.
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Si se encontraron diferencias entre los animales del grupo inicial con respecto a
los dos grupos experimentales A y B. Estas diferencias se podrian deber al regimen de
alimentacion natural y al periodo de letargo invernal que tenian los peces justo antes del
comienzo del estudio.

El porcentaje de metionina, que no aparecié en ninguna de las dietas, fue superior
en los dos grupos experimentales frente al grupo inicial, lo que sugiere su presencia en
las dietas aunque no llegara a ser detectada. Esto resulta llamativo ya que AAE
azufrados como la metionina y la cisteina tienen funciones sinérgicas manifiestas.

Salvando estas excepciones, se podria decir que el perfil aminoacidico de las
dietas se ajusta a la composicion del animal, hecho que confirmaria los estudios
anteriormente comentados acerca de la constancia de la composicion en aminoacidos

de los teledsteos.

6.3.4. Efectos de la dieta sobre el perfil lipidico de la tenca en
cultivo intensivo

Es bien conocida la gran influencia de los lipidos de la dieta sobre el
metabolismo, crecimiento y bienestar de los animales. Los peces de agua dulce son
capaces de producir algunos acidos grasos poli-insaturados (AGP), como EPA y DHA a
partir de otros AGP de cadena mas corta como el linolénico. Las especies marinas no
tienen esta capacidad, o lo hacen de forma muy lenta, siendo entonces indispensables
los AGP n-3 en su alimentacion.

Los AG n-6, especialmente el acido araquiddnico, resultan necesarios aunque en
pequefias cantidades, tanto para las especies marinas como dulceacuicolas. Existen
pocos estudios sobre las necesidades cuantitativas y cualitativas de lipidos para la
alimentacion de la tenca (Turchini et al., 2007; Zake’s et al., 2010).

La tenca silvestre se considera un pez semigraso (Blasco et al., 1999), pero en
condiciones de cultivo puede llegar a presentar caracteristicas propias de peces grasos.
Esto se ha podido comprobar en el anélisis de la composicion corporal de los peces del
grupo experimental A, con porcentaje de grasa de 10,07 (Tabla XXIII). Este aumento en
el contenido lipidico en los peces cultivados con respecto a los salvajes, ha sido referido

por otros investigadores en otras especies (Sérot et al., 1998). Este hecho viene
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acompariado generalmente por una disminucion en el contenido de agua y de cenizas,
que también puede ser constatado en la tabla XXIII.

En nuestro estudio sobre el perfil de AG de la tenca se han identificado un total de
10 AGS, entre los cuales, el mas abundante ha sido el &cido palmitico, tanto en las
dietas como en los peces analizados. Los datos obtenidos muestran valores muy
semejantes con respecto al &cido palmitico en ambos piensos. En los animales del grupo
inicial (IN), los valores fueron mayores que en el grupo B, siendo el grupo A el que
presentd el menor valor. Estos resultados son extrapolables al conjunto de los AGS. El
acido palmitico es reconocido como una importante fuente de energia metabolica
durante el crecimiento y estados reproductivos (Huynh et al., 2007) y varios estudios
confirman nuestros resultados (Njinkoué et al., 2002; Ozogul et al., 2009; Castro-
Gonzaélez et al., 2013).

El conjunto de los 7 AGM encontrados, no presentaron diferencias ni entre dietas
ni entre grupos de animales. Dentro de los AGM, el acido oleico destaco por presentar
un alto valor en los piensos y en los animales. Numerosos autores concuerdan con los
resultados obtenidos en nuestro estudio en cuanto a que es el acido oleico el mas
abundante en los peces, seguido por el palmitoleico (Saito et al., 1999; Ozogul et al.,
2009; Castro-Gonzélez et al., 2013).

Los resultados encontrados en el perfil de AGS (palmitico fundamentalmente) y
AGM (oleico) en tenca, son semejantes a los expuestos por otros autores en especies de
aguas dulces y templadas (Njinkoué et al., 2002; Vasconi et al., 2015).

Se identificaron 9 AGPI entre los que destac6 el &cido linoleico, tanto en las
dietas como en los animales de los grupos experimentales A 'y B.

Las cantidades de AG encontradas en la tenca antes del periodo experimental seria
AGM=AGS>AGP y en los animales alimentados con ambas dietas AGM>AGS>AGP
similar a otras especies dulceacuicolas (Usydus et al., 2012; Castro-Gonzalez et al.,
2013). Los peces marinos suelen tener el orden invertido en cuanto a las proporciones
de los tres grupos de AG (AGP>AGM=AGS) (Garcia-Mesa et al., 2014).

No obstante, otros autores identificaron en un total de 89 especies marinas las
siguientes proporciones: AGS>AGM>AGP (24 especies), AGS>AGP>AGM (20
especies), AGP>AGS>AGM (24 especies), AGP>AGM>AGS (6 especies),
AGM>AGS>AGP (13 especies) y AGM>AGP>AGS (2 especies) (Castro-Gonzalez
etal., 2013).
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Almeida y Bueno (2007) en un pez omnivoro de agua dulce (Brycon cephalus)
encuentra contenidos en &cidos grasos parecidos a los de la tenca en este estudio. La
relacion n-3/n-6 también es parecida, aunque el contenido en estos AG y en AGP en
general, es menor y por el contrario, mayor el total de AGS con respecto a lo encontrado
en la tenca en este estudio. Las especies marinas se caracterizan por bajos niveles de
linoleico y linolénico y altas concentraciones de EPA y DHA, por ello, el valor de la
relacion n3/n6 en peces marinos es mas alta que en peces dulceacuicolas (Sargent et al.,
1995; Piccolo et al., 2008; Grigorakis et al., 2011). Garcia-Mesa et al. (2014) en la
corvina encontraron relaciones de hasta 4 frente a 0,5-0,3 en este estudio para tenca.
Ademéas dentro de una misma especie de pez existe una gran variacién en la
composicion lipidica, ya que esta depende de diversos factores bidticos y abidticos
(Almeida y Bueno-Franco, 2007; Tang et al., 2009; Ghaddar y Saoud, 2012). Asi
Garcia-Mesa et al. (2014) encontraron una variacién en la relacion n-3/n-6 a lo largo del
periodo experimental en la corvina de 4 a 0,8 debido a variaciones en la temperatura,
tipo de dieta, salinidad, etc.

Con respecto a la posible influencia del perfil lipidico de la dieta sobre la
composicion de las tencas utilizadas en este estudio, encontramos diferencias
estadisticamente significativas para el &cido palmitico y linolenico, y en conjunto para
AGS que presentan unos valores mayores en los peces alimentados con la dieta de
tilapia. Por el contrario el EPA y DHA, AGI y relacién n-3/n6 presentan unos valores
mayores en las tencas alimentadas con la dieta para dorada. Estos resultados concuerdan
solo en parte con el perfil lipidico de las dietas. La dieta de tilapia no presenta mayores
valores de los AGS que estan presentes en el animal. Solo hay una correspondencia
entre el perfil lipidico de dietas y composicion del pez en los AG: DHA, n3, n6, y
relacién n3/n6. Ademas si comparamos el total de AGP y en particular n-3 y n-6 de los
animales al inicio del experimento con respecto al final, no cabe duda de que la
alimentacion promueve ese acimulo de &cidos grasos esenciales.

Por lo general el perfil de acidos grasos del pez esta unido a su contenido en la
dieta. Sin embargo cuando la dieta no cubre estrictamente las necesidades nutricionales
de una especie determinada, algunos &cidos grasos pueden ser selectivamente
depositados, retenidos o utilizados. Este hecho ha sido confirmado tanto en especies
marinas como dulceacuicolas (Caballero et al., 2002; Mourente et al., 2005; Turchini et

al., 2007; Zake's et al., 2009). Nuestros resultados indican que la dieta para dorada
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refleja su perfil lipidico en los peces de forma mas ajustada que la dieta para tilapia

(Fig. 49).
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Figura 49. Concentracion (%) de acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados
para los grupos experimentales, A (Peces alimentados con pienso de dorada) y B (Peces
alimentados con pienso de tilapia), con sus correspondientes dietas D y T. AA (Acido
araquidonico), AL (Acido linoleico), ALN (Acido linolénico), APA (Acido palmitico), AOL
(Acido oleico), EPA (Acido eicosapentaenoico), DHA (Acido docosahexaenoico).

Se podria concluir que la dieta D contiene suficientes lipidos como para su

almacenamiento y uso de los excedentes con fines energéticos. Sin embargo, la cantidad

reducida de lipidos de la dieta T hace mas dificil esta circunstancia. De cualquier forma
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en esta Ultima dieta también podemos encontrar que los acidos grasos esenciales de la
dieta si se reflejan en el animal y en este caso cuando solo se representa la cantidad total
de n3, n6, DHA y n3/n6 el ajuste entre AG en dieta y en animales es semejante para
ambas ensayos (Figura 49). Como se ha comentado anteriormente los acidos grasos
esenciales se incorporan, aun ante una dieta baja en lipidos, ello unido a que la tenca al
igual que otros peces de agua dulce podria presentar la capacidad de sintesis de AGP
C20 y AGP C22 a partir de C18 (Henderson, 1996), se podrian obtener peces de agua
dulce en general y tencas en particular con un perfil lipidico "a la carta” suministrando

suficiente cantidad de AGP C18 y/o cantidades adecuadas de n-3 y n-6.

6.3.5. Efectos de la dieta sobre parametros bioquimicos del plasma
de la tenca en cultivo intensivo

La figura 50 muestra que los peces alimentados con una dieta mas rica en lipidos
y proteinas han promovido, como cabria esperar, una mayor acumulacion en el plasma
de algunos de los metabolitos analizados como colesterol, lipoproteinas y proteinas
totales. Lu et al. (2013) encontraron similares resultados en carpa herbivora alimentada
con piensos altos en grasas frente a otras carpas alimentadas con menores porcentajes.

Los niveles de cortisol (Fig. 51), aunque de manera no significativa, han sido
superiores en los peces alimentados con dieta de tilapia, y esto ha podido ocasionar las
diferencias en cuanto a los niveles de Na’, que han aumentado, y los niveles de K * que
se han visto reducidos, hecho que concuerda con lo expresado por diversos autores en
cuanto a la activacion de la bomba Na'/K*-ATPasa por accion del cortisol (McCormick
y Bern 1989; McCormick et al., 1991; Fontainhas-Fernandes et al., 2003).
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Figura 50. Parametros bioquimicos en plasma de tencas (Tinca tinca) alimentadas con dos piensos
comerciales distintos. Los datos reflejan medias + SEM en porcentajes con respecto al maximo valor de
cada variable considerado 100, n = 12. Distintas letras denotan diferencias significativas (P < 0.05). IN
(Lote inicial de peces), A (Peces alimentados con pienso de dorada), B (Peces alimentados con pienso de
tilapia).

En cualquier caso, no podemos considerar que los peces alimentados con pienso
de tilapia estén sometidos a una situacion de estrés. Segin observamos también en la
figura 51 los niveles de hormonas tiroideas también son superiores en estos peces,

aungue solo en el caso de la T3 de manera significativa.
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Figura 51. Hormonas e iones en plasma de tencas (Tinca tinca) alimentadas con dos piensos
comerciales distintos. Los datos reflejan medias + SEM en porcentajes con respecto al maximo valor
de cada variable considerado 100, n = 12. Distintas letras denotan diferencias significativas (P <
0.05). IN (Lote inicial de peces), A (Peces alimentados con pienso de dorada), B (Peces alimentados
con pienso de tilapia).
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Altos niveles de las hormonas tiroideas (sobre todo T3) parecen estar asociados a
un estado que promoveria el crecimiento somatico o incluso la reproduccion de los
peces (Eales y MacLatchy, 1989). Segun algunos autores, el cortisol elevado deberia
haber causado un descenso en los niveles de T3 (Arjona et al., 2011; Brown et al.,
1991; Coimbra y Reis-Henriques 2007; Pickering et al., 1982; Redding et al., 1984;
Vijayan et al., 1990) que en este caso no se encontra.

Con respecto a los peces del lote inicial no se puede hacer ninguna valoracion
comparativa ya que las condiciones de origen, con alimentacion natural y pasado un
periodo de letargo invernal, eran muy diferentes con respecto a las condiciones
experimentales los otros dos grupos y en definitiva la evaluacion que se pretendia en
este estudio se enfocaba en el efecto las dos dietas.

6.3.6. Efectos de la dieta sobre parametros relacionados con el
metabolismo intermediario de la tenca en cultivo intensivo

La figura 52 muestra diferencias significativas en varias de las enzimas
relacionadas con el metabolismo intermediario en las tencas alimentadas con dos
piensos distintos. Los peces alimentados con la dieta mas rica en proteinas y lipidos
(Grupo A) presentaron mayor actividad de las enzimas transaminasas y menor actividad
de las enzimas implicadas en las rutas glucoliticas. Estos mismos resultados fueron
observados por Walton (1986) en trucha arcoiris alimentadas con piensos ricos en
proteina y bajos en carbohidratos, frente a truchas alimentadas con piensos bajos en
proteina y ricos en carbohidratos. Otros autores también encontraron respuestas
similares, con aumento de las enzimas GTP y GOT en peces alimentados con dietas
ricas en proteinas (Meton et al., 1999; Melo et al., 2006). También se encontraron
activadas las enzimas transaminasas en carpas herbivoras alimentadas con piensos ricos
en grasas frente a otras alimentadas con menos grasas (Lu et al., 2013).

En el caso de los peces alimentados con la dieta de tilapia, con menos porcentajes
de proteina y lipidos y mas carbohidratos, se han encontrado actividades de las enzimas
relacionadas con la via glucolitica (G6PDH, HK, LDH, PK) incrementadas de forma
significativa con respecto a los peces alimentados con la dieta rica en proteina y lipidos.

Resultados similares han sido encontrados en el higado de la tilapia del Nilo alimentada
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con dieta baja en lipidos, donde la glucdlisis se ha visto activada con el fin de
proporcionar mas sustrato Acetil-CoA para la sintesis de acidos grasos y triglicéridos y
mantener los niveles adecuados de estos metabolitos en el higado (He et al., 2015).
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Figura 52. Actividad de enzimas hepéticas relacionadas con el metabolismo intermediario en tencas
(Tinca tinca) alimentadas con dos piensos comerciales distintos. Los datos reflejan medias + SEM en
porcentajes con respecto al méximo valor de cada variable considerado 100, n = 12. Distintas letras
denotan diferencias significativas, (P < 0.05). GPT (Glutamato piruvato transaminasa), GOT (Glutamato
oxaloacetato transaminasa), G6PDH (Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa), FBPasa (Fructosa-1,6-
bisfosfatasa), HK (Hexokinasa), HOAD (B-Hidroxiacil-CoA deshidrogenasa), LDH (Lactato-
dehydrogenasa), PK (Piruvato kinasa), IN (Peces iniciales), A (Peces alimentados con pienso de dorada),
B (Peces alimentados con pienso de tilapia).

6.3.7. Efectos de la dieta sobre el estado oxidativo de la tenca en
cultivo intensivo

El exceso de lipidos y proteinas en la diets de dorada ha podido ocasionar un
elevado esfuerzo metabdlico tanto catabolico como anabdlico para hacer uso de estos
nutrientes con fines energéticos y transformarlos tambien en sustancias de reserva (Fig.
52). Esto ha podido ocasionar un incremento del estado oxidativo en estos animales, que
mantenido en el tiempo ha podido causar una deplecion de la capacidad antioxidante

total en estos animales. En consecuencia, como podemos observar en la figura 53, los
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peces del grupo A, presentaron un elevado nivel de oxidacion lipidica expresado en
valores més altos de MDA.. Por el contrario, los peces del grupo B, aunque mostraron
una mayor activacion de las rutas relacionadas con el aprovechamiento de los
carbohidratos, mostraron una actividad antioxidante mas conservada Yy

consecuentemente unos niveles mas bajos de MDA.
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Figura 53. Efecto de la dieta sobre el estado oxidativo del higado de la tenca (Tinca tinca). Los datos
reflejan medias + SEM en porcentajes con respecto al maximo valor de cada variable considerado 100.
Distintas letras denotan diferencias significativas, (P < 0.05). GPX (Glutatién peroxidasa), GR (Glutation
reductasa), GST (Glutatién-S-transferasa), DTD (DT-diaforasa), FRAP (Capacidad antioxidante total del
plasma), TEAC (Capacidad antioxidante equivalente al trolox), MDA (Malondialdehido), IN (Lote inicial
de peces), A (Peces alimentados con pienso de dorada), B (Peces alimentados con pienso de tilapia).

6.3.8. Efectos de la dieta sobre el estado inmunoldgico de la tenca
en cultivo intensivo

El estudio de ciertos parametros sanguineos permite evaluar la salud de los peces

y diagnosticar posible procesos de inflamacion, infeccion u otros trastornos debidos,
entre otras causas, a una dieta inadecuada (Svobodova et al., 1991). Los resultados
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obtenidos en este estudio muestran que las distintas dietas no han supuesto un deterioro

en el estado de salud general de ninguno de los grupos experimentales Ay B (Fig. 54).
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Figura 54. Parametros hematoldgicos e inmunes en el plasma de tencas (Tinca tinca) alimentadas con dos
piensos comerciales distintos. Los datos reflejan medias + SEM en porcentajes con respecto al maximo
valor de cada variable considerado 100, n = 12. Distintas letras denotan diferencias significativas, (P <
0.05). IN (Lote inicial de peces), A (Peces alimentados con pienso de dorada), B (Peces alimentados con
pienso de tilapia).

Se pueden observar algunas diferencias significativas de los grupos
experimentales A y B, respecto del grupo inicial (IN) pero ya se ha mencionado que este
grupo inicial se mantenia en unas condiciones muy distintas a las que se dieron durante
el periodo experimental. Asi, se puede observar una menor actividad del sistema inmune
del stock inicial (IN) con valores menores para la lisozima, menor porcentaje de
linfocitos y mayor cantidad de granulocitos. Esto podria estar relaciado con las
condiciones ambientales y los valores se encontrarian dentro de un rango normal en la
tenca (Modra et al., 1998). Algunos autores describen un nivel menor de actividad del
sistema inmune de la tenca en los meses de invierno (Collazos et al., 1998), momento
en el que este stock inicial fue muestreado.

El grupo IN también presenté menor cantidad de globulinas totales con respecto al
grupo A, pero sin diferencias significativas con respecto al grupo B. Estas diferencias
pueden responder a una mayor concentracion de proteinas en plasma, como
consecuencia de una mayor ingesta de este tipo de nutrientes por parte de los peces del
grupo A.

173



Efecto de la dieta sobre el bienestar de la tenca en cultivo intensivo

6.3.9. Test de tolerancia a la glucosa en tenca

Estudios con glucosa marcada llevados a cabo en varias especies de peces
muestran que no existen diferencias esenciales con mamiferos en lo que concierne a los
porcentajes de dicha glucosa que se destinan a consumo energético inmediato, se
excretan en orina o aparecen en macromoléculas de reserva. Lo que si parece
claramente diferente es la tasa a que ocurren dichos procesos, claramente mas reducidos
en peces que en mamiferos (Krogdahl et al., 2005). Estudios posteriores han
confirmado, por una parte, la existencia de diferencias interespecificas dentro de los
propios peces en aspectos tales como la tasa de turn-over de la glucosa, el tiempo de
transito de la misma, etc., y por otra parte, que la tasa general del metabolismo glucidico
es claramente inferior a la de los endotermos mamiferos, lo que se interpreté como una
«cierta dificultad» para la utilizacion metabo6lica de los glicidos (sea por déficits
enzimaticos o endocrinos).

Una manifestacion recurrente de esta circunstancia podria surgir de la reiteracion
de pruebas de «tolerancia a la glucosa» que coincidian en que, tras la administracion de
una determinada dosis oral de esta sustancia, la hiperglucemia resultante era mucha mas
marcada y duradera que en mamiferos, aunque con diferencias interespecificas. Asi, en
la carpa y otras especies herbivoras u omnivoras, esa respuesta era menos severa (menos
intensa y/o menos duradera) que, por ejemplo, en seriola, dorada u otras especies
carnivoras (Harmon et al., 1991; Blasco et al., 1996). En ocasiones, a estas
hiperglucemias mantenidas seguian episodios de hepatomegalia con aumento de los
niveles hepaticos de glucdgeno; una vez mas, estas respuestas eran menos marcadas en
especies omnivoras como ciertas tilapias o carpas (Garcia-Gallego y Sanz, 1987).

El objetivo de este estudio no era encontrar explicaciones a esta denominada
cierta intolerancia a la glucosa sobre todo en peces carnivoros, sino ayudar a catalogar a
la tenca dentro de un habito alimentario definido. Asi pues, gracias a los resultados
obtenidos (Figura 43), se puede plantear que la tenca presente un habito alimentario
distinto del previsto para la trucha comun, considerada un pez carnivoro. El tiempo de
estabilizacion de la glucemia después de una dosis determinada de glucosa en tenca es
mas rapido que en a la trucha y este hecho es méas palpable cuando la dosis de glucosa

aumenta.
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6.3.10. Analisis histoldgico en tencas alimentadas con dos
dietas distintas

6.3.10.1. Andlisis histolégico en el intestino

La influencia de los componentes dietarios en la morfologia y arquitectura
intestinal es un aspecto a considerar a la hora de evaluar la adecuacion de la férmula
dietaria para una determinada especie. Los resultados obtenidos en este estudio pusieron
de manifiesto un alargarmiento en las vellosidades intestinales de las tencas alimentadas
con dietas con mayor contenido en lipidos/proteinas, que ademas incluian probi6ticos.
Sin embargo, las vellosidades de las tencas alimentadas con pienso de tilapia no
presentaron variaciones en longitud ni en grosor en comparacion con los peces de
cultivo intensivo (Grupo experimental 1) del ensayo de sistemas de cultivo (Tabla XI1).

La incorporacion de suplementos en la dieta, tales como los probidticos, ha
revelado su papel beneficioso promoviendo un mejor aprovechamiento de los
componentes dietarios y favoreciendo el estado inmunoldgico del animal (Ringg et al.,
2010). Estudios previos han puesto de manifiesto en tilapia que la incorporaciéon de
probidticos en piensos producia un efecto beneficioso sobre la morfologia intestinal,
aumentando la capacidad de absorcién intestinal, crecimiento y estado inmunitario de
los peces (Ringg et al., 2010; Nakandakare et al., 2013; Xia et al., 2018). En el presente
estudio solo el pienso de dorada presentaba probiéticos, lo que ha podido contribuir al
buen estado de la mucosa intestinal en estos peces asi como en un aumento de la
superficie de absorcion reflejado por un alargamiento de las vellosidades del intestino
medial. Todo esto habria promovido un mejor estado nutricional en estos animales

asociado a un mayor crecimiento y tasa de supervivencia.

6.3.10.2. Andlisis histolégico en higado

El higado es un organo con un papel fundamental en el metabolismo lipidico de
tal forma que cualquier cambio asociado a la composicién de la dieta puede
desencadenar alteraciones en su citoarquitectura. El estudio del tejido hepatico en tenca
mostrd la presencia de hepatocitos poligonales, con el nucleo centrado y un volumen

citoplasmatico mayor en aquellos animales alimentados con pienso con un alto nivel de
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lipidos (A). En ambas dietas, se observd una zona de tincion acidofila con disposicion
radial en la tincion de hematoxilina-Eosina, que de acuerdo con Khiinel (2005)
corresponderia a acimulos de glucégeno.

Debido al tratamiento para la fijacion del tejido, los lipidos presentes en los
hepatocitos se muestran como un espacio claro rodeado de un halo de citoplasma
eosindfilo (Herrerias Gutiérrez et al., 1996) que fueron mas evidentes en los peces con
dieta de dorada. Esto estd de acuerdo con los estudios de Kowalska et al., (2011) en
Sander lucioperca en los que el grado de vacuolizacion de los hepatocitos estaba
directamente relacionado con el contenido lipidico de la dieta. Estudios en tenca han
mostrado que dietas que superan un 12% de lipidos pueden dar lugar a procesos
patoldgicos ligados a un mayor acumulo lipidico, asociado a una dificultad de
asimilacion de los mismos en los hepatocitos (Ostaszewska et al., 2006), aungue no se
han observado estas evidencias en el presente estudio.

El perfil de &cidos grasos en dieta podria haber condicionado una acumulacion
lipidica en los hepatocitos (Demska-Zakes et al., 2012). Niveles mas altos de linoleico
en la dieta de tilapia podria haber promovido un cese en la sintesis de fosfolipidos
ligado a una acumulacion de lipidos en sus hepatocitos (Kowalska et al. 2011). De
hecho, los peces alimentados con dietas ricas en lipidos mostraron mayor porcentaje de
grasa perivisceral y menor actividad G6PDH, indicativo de una reducida actividad
lipogénica que podria estar condicionado por el mayor aporte de grasa dietaria.

Por otro lado, el hecho de que los animales del grupo B (dieta rica en hidratos)
mostraran una mayor actividad de enzimas pertenecientes a la via glucolitica podria
explicar un uso predominante de fuentes hidrocarbonadas como sustrato energeético, que
concuerda con la menor cantidad aparente de depdsitos de glucdgeno en los hepatocitos.

En términos generales se confirma el papel del higado como érgano de reserva de
sustratos energéticos, ya que los resultados muestran que un elevado aporte de
moléculas energéticas en dieta se traduce en depdsito de las mismas en los hepatocitos.
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Discusion

En esta Tesis Doctoral se ha realizado un estudio exhaustivo sobre parametros
relacionados con la salud y el bienestar de la tenca bajo distintos sistemas de cultivo, en
distintas densidades y con diferentes dietas para poder conocer con mas profundidad las

condiciones optimas de su produccién en acuicultura.

Las distintas condiciones de cultivo en las que se ha mantenido la tenca en este
estudio correspondian con un sistema Intensivo (I, densidad inicial 2,5 kg/m® y
condiciones de cultivo totalmente controladas: temperatura, fotoperiodo y
alimentacion), Semi-intensivo (S-I, estanques en invernadero, densidad inicial 0,42
kg/m®, temperatura parcialmente controlada, alimentacién natural mas suplemento con
alimento artificial y fotoperiodo natural) y Extensivo (E, estanques con vegetacién
natural en el fondo, densidad inicial de 0,07 kg/m® temperatura, fotoperiodo y
alimentacion naturales). Estas condiciones han promovido diferencias en cuanto al
estado de bienestar de los peces, a pesar de que en cada una de ellas, se ha procurado el
mantenimiento del estado sanitario y se han minimizado otros condicionantes que
pudieran alterar la salud y bienestar de los animales, como manejos inadecuados u otros
factores de estrés. No obstante, se ha podido constatar que la intensificacion del cultivo,
con la aplicacion de sistemas tecnificados que han permitido el aislamiento de las
variaciones ambientales, ha favorecido el cultivo de la tenca, obteniéndose mayores
indices de crecimiento y un estado fisiologico general adecuado. Los analisis realizados
han mostrado unos valores productivos y biométricos dentro de los esperados para esta
especie, y de manera general, mejores que los resultados mostrados por otros autores
hasta la fecha, al menos tratando de tencas de esta misma edad y estado de desarrollo.

Los parametros bioquimicos que se han analizado en el plasma de las tencas
también han corroborado la hip6tesis de un mejor estado general para los peces del
grupo de cultivo intensivo. La dieta regular y constante, ademas de la estabilidad del
sistema, han promovido mayores concentraciones plasmaticas de los metabolitos
analizados como colesterol, lipoproteinas y proteinas totales. La alimentacion empleada
ha aportado a estos peces una cantidad suficientes nutrientes para su crecimiento y para
la acumulacion de los excedentes en forma de reservas energéticas. Se ha podido
comprobar que en el caso de los peces cultivados en los otros dos sistemas de cultivo la
actividad enzimatica ha estado encaminada a movilizar sus reservas propias (en el caso

de los peces del grupo E) o a derivar los recursos obtenidos de la dieta hacia procesos de
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maduracion gonadal (en E y S-I), limitando asi el crecimiento y la acumulacion de
reservas .

Como consecuencia de esta mayor actividad metabdlica en los peces de los
grupos S-1y E, se ha podido constatar un aumento de la actividad de defensa oxidativa
para mantener al organismo en un estado oxidativo aceptable, lo cual se ha reflejado en
unos valores de MDA sin diferencias significativas entre los tres grupos.

Una mayor activividad general del sistema inmune también se ha observados en
los peces bajos las condiciones de S-1 y E y podrian corresponder con una respuesta
natural a las variaciones ambientales a las que estaban sometidos, ya que no se han
detectado patologias, ni deterioro del estado de salud, ni bajas apreciables en ninguno de
los grupos.

A pesar de los buenos resultados generales obtenidos por los peces cultivados en
sistema intensivo, siguen existiendo algunos handicaps que superar. Uno de ellos ha
sido el elevado indice de peces deformes que parece incrementarse como consecuencia
de una alimentacion artificial no balanceada (grupos I y S-1), confirmando los resultados
obtenidos por otros autores en esta especie.

El buen estado general de los peces cultivados en condiciones de intensificacion
se ha confirmado con el andlisis histoldgico. A nivel intestinal, los animales bajo
condiciones de cultivo E, y algo menos los de S-I, mostraron cierta afectacion de la
citoarquitectura de las vellosidades del intestino proximal. La presencia de presas vivas
en la alimentacion natural de los peces en cultivo en E y S-I podria estar implicada en
esta alteracion, teniendo en cuenta que la tenca carece de estdbmago y el inicio de los
procesos digestivos ocurririan a este nivel.

Respecto al higado podemos confirmar que la activacion metabdlica derivada de
las respuestas fisioldgicas de los peces de los grupos E y S-1 a cambios ambientales
parece traducirse en una movilizacion de las reservas energéticas del citoplasma de los
hepatocitos al comparar con los otros sistemas de cultivo.

Una vez confirmado que el cultivo en condiciones de intensividad de la tenca es
el méas adecuado de los analizados, y que no supone un deterioro de su estado de salud y
bienestar, queda examinar si la densidad en este modelo de cultivo puede provocar
variaciones en su estado de bienestar. Asi, en el segundo bloque de esta Tesis Doctoral
se analiz6 el efecto de la densidad en el cultivo intensivo de la tenca. Se plantearon
nuevamente tres grupos experimentales: el grupo control (CD, densidad inicial 2,5

kg/m3), similar al que se habia empleado en el ensayo anterior denominado Intensivo,
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un grupo que denominamos alta densidad (AD, densidad inicial 5 kg/m®) que, segtn la
bibliografia consultada, podiamos considerar una densidad elevada para esta especie, y
por Gltimo un grupo de densidad inferior (BD, denisdad inicial 1,6 kg/m®).

Los resultados de este segundo ensayo mostraron que en las tres condiciones, los
peces practicamente triplicaron su peso inicial en el preriodo experimental de 105 dias,
con un peso Yy longitud finales ligeramente superiores en el grupo de menor densidad
(BD) e inferior para el grupo de alta densidad (AD). Por ello, este crecimiento no se
tradujo en una diferencias estadisticamente significativa de la tasa de crecimiento
instantaneo (TCI).

Tampoco hubo diferencias en los indices biométricos entre los tres grupos, ni en
las tasas de deformidad, ni en supervivencia y tampoco en el indice de conversién del
alimento, por lo que podemos afirmar que todos los grupos mostraron de forma similar
resultados satisfactorios.

En lo que respecta a los parametros bioquimicos analizados en el plasma, se han
observado de forma general valores mas bajos en el grupo de AD, aunque en la mayoria
de los casos sin diferencia significativa respecto al grupo control (CD). Estas diferencias
encontradas podrian estar asociadas a una mejor alimentacion en el caso de los peces del
grupo BD, no en cantidad ni en calidad, ya que todos los peces comian el mismo pienso
y en la misma dosis diaria (2,5% sobre la biomasa total) pero si en términos de
accesibilidad, ya que el nimero de comederos fue igual en todos los grupos
experimentales. En el caso de baja densidad BD, el acceso al alimento pudo suponer
menor esfuerzo y un menor gasto energético que en los otros grupos.

Las actividades enzimaticas relacionadas con el metabolismo intermediario
analizadas en plasma y en higado no presentaron diferencias relevantes que hicieran
presumir alteraciones asociadas a la densidad de cultivo. Unicamente se podria destacar
la actividad de la enzima HOAD, superior en los peces del grupo AD, y que podria
asociarse a un uso mayor de los recursos lipidicos de la dieta por parte de estos peces
para solventar el mayor esfuerzo realizado en la obtencion del alimento. El resto de
enzimas implicadas en el metabolismo energético de los lipidos y de los hidratos de
carbono parecen estar también mas elevadas en los peces de AD como consecuencia de
la mayor actividad fisica realizada para acceder al alimento. Esta activacion metabolica
tambien podria haber causado un aumento en los mecanismos antioxidantes aunque los
resultados mostrados no presentaban diferencias estadisticamente significativas. La

hipétesis de un mayor esfuerzo para acceder al alimento de los peces de los grupos AD
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y CD se ve corroborada por los valores menores estadisticamente significativos del
MDA en los peces del grupo BD.

En lo relativo al estado inmunoldgico de los peces del ensayo de densidad,
tampoco se encontraron evidencias de un deterioro del estado de salud y bienestar en
ninguno de los grupos analizados. De todas las variables estudiadas, Unicamente se
obtuvieron diferencias significativas en el caso de las inmunoglobulinas, que como en el
estudio anterior, aparecieron mas elevadas en los peces mejor alimentados y con mayor
cantidad de proteinas totales en plasma. El resto de variables relacionadas con el estado
inmunoldgico tampoco se vieron afectadas por la densidad de cultivo.

En definitiva, el cultivo de la tenca en las condiciones de alta densidad
ensayadas en este trabajo no ha supuesto efectos negativos comparando con el grupo
control, pero por el contrario, se ha conseguido una productividad muy elevada en
relacion a la infraestructura e instalaciones utilizadas.

El altimo bloque de anélisis que componen esta Tesis Doctoral pretendia evaluar
posibles efectos de la dieta sobre los pardmetros indicadores de salud y bienestar en la
tenca. Para ello se utilizaron dos dietas comerciales disefiadas para especies muy
distintas en cuanto a habitos alimenticios y necesidades nutricionales. Una considerada
adecuada para la dorada (Inicio Plus 868, grupo experimetal A) y otra para la tilapia
(Mezcla al 50% de Efico Alpha 845 y Efico Alpha 830, grupo experimetal B). Estas dos
dietas se diferenciaban en la cantidad de lipidos que contenian (20% en la dieta de
dorada frente a 6% en la de tilapia), en el contenido proteico (47% frente al 39%) y en
el contenido de carbohidratos (18% frente a 40%). Ademas, la formulacion expresada
por los fabricantes mostraba un mayor contenido de materias primas vegetales en el
caso de la dieta de tilapia y por el contrario una menor cantidad en el pienso de dorada,
con ausencia total de aceites de origen vegetal. Esta Ultima dieta presentaba
adicionalmente probidticos y extracto de levaduras que no presentaba la dieta de tilapia.

Las condiciones de cultivo en este Gltimo ensayo (densidad inicial 2,5 kg/m® y
condiciones de cultivo totalmente controladas: temperatura, fotoperiodo y alimentacion)
fueron similares a las empleadas en los grupos experimentales intensivo (I) y control de
densidad (CD) de los capitulos 4 y 5, respectivamente, de esta Tesis.

Las diferencias en la composicion de las dietas aportaron unos mejores
resultados de crecimiento para los peces del grupo A, con un menor indice de

conversion del alimento (IC), aunque los valores obtenidos por las tencas alimentadas
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con dieta de tilapia estuvieron proximos a los expresados en la bibliografia consultada
para tencas de edades y estados de desarrollo similares.

El mayor crecimiento del grupo A fue debido principalmente a la acumulacion
de grasas perivisceral, ya que la longitud fue similar a las tencas alimentadas con la
dieta de tilapia.

La retencion de energia, ha sido, como cabria esperar, mayor en los peces
alimetdos con la dieta mé&s rica, pero no asi la retencion de lipidos que ha sido méas
efectiva significativamente en los peces alimetados con la dieta mas pobre. Este hecho
se ha podido ver favorecido por una conversion de otros nutrientes, carbohidratos
concretamente, en los lipidos necesarios, que han sido sin ninguna duda deficientes en
la dieta de tilapia.

En cuanto al efecto de la dieta sobre el perfil de aminoacidos final de los peces
no encontramos diferencias significativas en este estudio. Se ha puesto de manifiesto
que la dieta D contenia mayor cantidad AAs esenciales como treonina, valina, lisina y
fenilalanina que la dieta T pero este hecho no ha repercutido ni en la composicion de los
peces ni en la utilizacion nutritiva de la proteina, como se observa en los indices CEC
(Coeficiente de eficiencia en crecimiento) y VPP (Valor productivo de la proteina), que
no han mostrado diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos. Es un
hecho conocido que la composicion de AAs se mantiene sin diferencias significativas
en la mayoria de los teleosteos, independientemente de su alimentacion.

En lo relativo al perfil lipidico, los resultados de composicion final de los peces
del grupo A ha coincidido con el perfil de la dieta suministrada, pero, en el caso de los
peces alimentados con pienso de tilapia, con menor cantidad de lipidos, la coincidencia
ha sido menor, a excepcion de los AG esenciales como n-3 y n-6. Es sabido que, tanto
en especies dulceacuicolas como marinas, si la dieta no cubre estrictamente las
necesidades nutricionales de la especie, algunos acidos grasos pueden ser
selectivamente depositados, retenidos o transformados para cubrir estas deficiencias,
como ha podido ocurrir en el caso de las tencas del grupo B, alimentados con una dieta
pobre en lipidos.

En este estudio también se han podido constatar cambios a nivel bioguimico en el
plasma de las tencas debidos a la utilizacion de las distintas dietas. Asi, hemos podido
observar una mayor acumulacion de metabolitos como colesterol, lipoproteinas y
proteinas totales en el plasma de las tencas alimentadas con la dieta mas rica en lipidos

y proteinas. Con respecto a las hormonas analizadas, aunque en la hormona T4 no se
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han encontrado diferencias, si se observaron en la hormona T3, lo que podria estar
relacionado con una mayor sintesis endogena de lipidos y de AGs esenciales a partir de
otros precursores lipidicos y no lipidicos dada la pobre cantidad de lipidos presentes en
la dieta de tilapia.

La actividad enzimética relacionada con el metabolismo intermediario de los dos
grupos A 'y B ha mostrado una relacion directa con respecto a la dieta suministrada, y se
ha podido comprobar como los peces del grupo A han presentado mayor actividad en el
conjunto de enzimas destinadas a la transformacion de nutrientes excedentes (proteinas
y lipidos) en sustancias de reserva y también como fuentes principales de energia
metabdlica. Por el contrario, los peces alimentados con pienso mas rico en hidratos de
carbono, es decir los peces del grupo B, han mostrado una actividad enzimatica general
destinada a la utilizacion de estos hidratos de carbono como fuente principal de energia
y también como precursores para la sintesis de otras moléculas con funciones
estructurales y no tanto con fines de reserva.

Con respecto al estado oxidativo, los peces del grupo A presentan un elevado
nivel de oxidacién lipidica como se puede observar en los valores de MDA mostrados.
Esto podria deberse al elevado esfuerzo metabdlico tanto catabdlico como anabodlico
que ha podido suponer la gran cantidad tanto de proteinas como de lipidos en su dieta.
Un estado oxidativo elevado mantenido en el tiempo en los peces del grupo A pueden
haber causado una deplecion de la capacidad antioxidante total en estos animales. Por
el contrario, los peces del grupo B, aunque mostraron una mayor activacién de las rutas
relacionadas con el aprovechamiento de los carbohidratos, mostraron una actividad

antioxidante mas conservada y consecuentemente unos niveles mas bajos de MDA.

Mediante el Test de Tolerancia a la Glucosa se ha comprobado la capacidad de la
tenca para asimilar hidratos de carbono de forma mas eficiente que otras especies como
la trucha comdn, que se utilizd en este ensayo como ejemplo de especie carnivora y
presumiblemente con menor capacidad para asimilar estos nutrientes. Los resultados
obtenidos mostraban que la tenca tratada con una dosis intraperitoneal de 1.000 mg/kg
de pez era capaz de recuperar los valores iniciales de glucemia en tan solo 4 horas,
mientras que la trucha en las mismas condiciones necesitdé mas de 10 h para recuperar

sus valores basales glucémicos.

Se ha podido constatar que las diferentes dietas no han supuesto un deterioro

apreciable en el estado inmunologico de los peces. Se puede destacar una mayor
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concentracion de globulinas totales en el caso de los peces del grupo A, aunque, como
ha ocurrido en los ensayos anteriores y también en concordancia por lo mostrado en la
bibliografia consultada, este hecho puede tener que ver con una mejor alimentacion. El
resto de pardmetros inmunes analizados no ha mostrado diferencias significativas en

este ensayo.

Desde el punto de vista histoldgico, la influencia de la composicion de la dieta se
puso de manifiesto a nivel intestinal, observandose una mayor longitud de las
vellosidades en el intestino medial de los peces alimentados con la dieta D, que iria
asociada a una mayor capacidad de absorcion. Este hecho podria deberse a una mejor
calidad nutricional de la dieta de dorada acentuada por la presencia de probidticos.

A nivel hepatico, los peces alimentados con la dieta méas energética (dieta D)
presentaron mayor acumulacion de depositos lipidicos y/o de glucdgeno en
comparacion con los alimentados con la dieta de tilapia. Otro aspecto a destacar seria
que los hepatocitos del grupo B mostraron una apariencia similar a los de los peces de
cultivo intensivo (1) del bloque 4 de esta Tesis, que eran alimentados con un pienso
similar.

Finalmente, se podria considerar que el conjunto de estudios realizados en la
tenca, presentados en esta Tesis Doctoral, contribuyen a un mayor conocimiento de las
condiciones adecuadas de cultivo intensivo y de sus necesidades nutricionales para la

correcta formulacion de futuras dietas artificiales.
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A partir de los resultados de esta Tesis Doctoral se han obtenido las siguientes

conclusiones:

1. De los tres sistemas de cultivo ensayados en la tenca (Tinca tinca): Intensivo (I,
densidad inicial 2,5 kg/m® y condiciones de cultivo totalmente controladas: temperatura
22,4 °C, fotoperiodo 14:10 y alimentacién controlada), Semi-intensivo (S-1, estanques
en invernadero, densidad inicial 0,42 kg/m® temperatura parcialmente controlada,
alimentacion artificial mas suplemento con alimento natural y fotoperiodo natural) y
Extensivo (E, estanques con vegetacion natural en el fondo, densidad inicial de 0,07
kg/m®, temperatura, fotoperiodo y alimentacion naturales), hemos de decir que:

- Las tencas en cultivo Intensivo mostraron una mejora de los parametros e indices de
crecimiento, acompafiada por un metabolismo dirigido principalmente a un crecimiento
somatico, un mejor estado oxidativo, inmunologico e histolégico en comparacion con

los peces de los otros sistemas de cultivo.

- EIl aislamiento de las condiciones ambientales naturales en los peces de cultivo
Intensivo ha limitado la activacion de los procesos de desarrollo gonadal, a diferencia de

lo ocurrido en los peces cultivados en los sistemas E y S-1.

- El cultivo Intensivo ha sido el que ha favorecido un mejor estado de salud y bienestar

en los animales.

2. El cultivo Intensivo de la tenca, a una densidad inicial de 5 kg/m® proporciona unos
resultados éptimos de crecimiento, y el conjunto de pardmetros indicativos de salud y
bienestar (metabolicos, de estado oxidativo e inmunoldgicos) no present6 diferencias
destacables en comparacion con los peces cultivados a menor densidad (2,5 kg/m® y 1,6
kg/m®).

3. La alimentacion de subadultos de tenca (Tinca tinca) con dos dietas comerciales,
una de dorada (50% de proteinas, 22% de lipidos, 19 % de MELN, s/ss) y otra para
tilapia (43% de proteinas, 6% de lipidos y 43% de MELN, s/ss) ha promovido:
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- Un mejor crecimiento e indice de conversion del alimento en los peces alimentados
con la dieta formulada para dorada. El crecimiento se ha debido a un mayor acimulo de
grasa perivisceral, a diferencia de los peces alimentados con el pienso de tilapia, que

han mostrado un mayor rendimiento de la carcasa y un aspecto mas asilvestrado.

- La utilizacion nutritiva de la proteina por la tenca fue semejante tanto para el pienso
de dorada como para el de tilapia, a pesar de que la proporcién de ciertos aminoacidos

esenciales fue mayor en el pienso de dorada.

- Existe una equivalencia entre el perfil de &cidos grasos totales de la dieta de dorada y
el de los peces alimentados con esta dieta, a diferencia de los animales alimentados con
la dieta para tilapia, con un nivel lipidico deficiente, que solo muestran equivalencia en

los acidos grasos esenciales.

- Las repercusiones metabdlicas de las dos dietas han derivado en una mayor utilizacién
de proteinas y lipidos en los peces alimentados con pienso de dorada y una mayor

utilizacion de carbohidratos en los peces alimentados con pienso de tilapia.

- El estado oxidativo hepético en las tencas alimentadas con pienso de tilapia se ha
mantenido mas conservado que el de los peces alimentados con pienso de dorada.

- A nivel histoldgico, las tencas alimentadas con pienso de dorada han mostrado un
mayor deposito de reservas energéticas en higado y un mejor estado de la

citoarquitectura intestinal.

4. El cultivo intensivo de la tenca (Tinca tinca) a una densidad inicial de 5 kg/m® bajo
recirculacién y control de las condiciones ambientales, se muestra como una alternativa
adecuada para la industrializacion de esta especie sin menoscabar su estado de salud y
bienestar. La consecucion de una dieta adecuada para la tenca constatado, en este
trabajo, como un pez omnivoro, que aune los efectos positivos de la dieta comercial
formulada para dorada y de la dieta comercial formulada para la tilapia, y minimice los
efectos negativos referidos, fundamentalmente a un exceso de energia proteica y lipidica
en la primera y un defecto en la cantidad de lipidos en la segunda, no cabe duda que,
optimizaria la produccion y el bienestar de los animales en este modelo de sistema de

cultivo.
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