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1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Este informe recoge todas las actividades y resultados realizados dentro del proyecto IA12VIVAQUA desde su inicio en enero 2014 hasta
noviembre 2014 y que lleva por titulo: VIVAQUA-Identificacién de moléculas que mejoran la supervivencia de peces de acuicultura. Este
proyecto, enmarcado dentro del convenio marco entre AZTI y el DAPA, pretende definir métodos especificos para disminuir el nivel de

estrés y de mortalidad en peces de acuicultura e incrementar su reproductividad y su bienestar.

La acuicultura en su sentido mas amplio es la actividad que maneja e interviene en los ecosistemas acuaticos para mejorar la produccién
de las especies acuaticas de interés para el hombre. La acuicultura estda alcanzando mundialmente un desarrollo espectacular,
constituyendo el sector de mas rapido crecimiento dentro de la agricultura, debido en parte a la necesidad de buscar soluciones a la sobre-
explotacidon de los stocks de especies en el medio natural. Este aumento en el consumo de pescado unido a la incapacidad del sector
extractivo para cubrirlo, han dado mayor relevancia al sector de la acuicultura a nivel mundial. Sin embargo, el desarrollo del sector de la
acuicultura para poder satisfacer las necesidades existentes, lleva consigo, en la mayoria de los casos, la aparicién de problemas
inherentes al sistema de cria en cautividad de peces. Uno de los mayores problemas es el de las enfermedades ya que son una fuente
importante de pérdidas econémicas en acuicultura. Dentro de estas enfermedades se encuentran las de origen parasitario, bacteriolégico,
viral y fingico. De entre estas patologias las de origen bacteriano juegan un papel importante ya que aunque bien es cierto que en el
medio acuatico existen relativamente pocas bacterias que puedan ser estrictamente patégenos obligados, si que hay una gran cantidad de

bacterias oportunistas. Estas bacterias oportunistas, en determinadas ocasiones y cuando el pez esta sometido a estrés generan grandes
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perjuicios a la salud del animal en condiciones de cautividad. Actualmente la forma de controlar la expansion de enfermedades de tipo
bacteriano se ha centrado en la vacunacién, en el control sanitario mediante antibiogramas periddicos y en un correcto manejo de dicho
control con vacios sanitarios y con el uso de antibiéticos. Sin embargo, la politica regulatoria de la UE esta siendo enfocada a una mayor
restriccién en el uso de tratamientos terapéuticos con antibidticos, tendiendo a evitar el uso masivo de estos compuestos mediante
medidas de prevencién. De hecho, la tendencia actual es la de minimizar este estrés generado por el hacinamiento, la alta concentracion
de contaminantes quimicos, la presencia de patégenos oportunistas y las condiciones ambientales [1], mediante dietas funcionales con
capacidad inmunoestimuladora [2, 3], antioxidante, etc; mejorando su bienestar animal y por lo tanto su resistencia a enfermedades

oportunistas y que al final repercute disminuyendo las pérdidas de alevines y adultos en el sector.

Tradicionalmente, la experimentacidén para testar nuevas dietas funcionales y mejorar del bienestar animal en acuicultura se han llevado
a cabo directamente sobre las especies de peces objeto de la explotacién intensiva, como rodaballos, truchas, etc. Sin embargo, durante los
ultimos afos, el uso del pez cebra (Danio rerio) como un modelo de experimentacién en acuicultura ha cobrado gran relevancia [4]. Entre
otras ventajas, el uso de este modelo animal nos permite trabajar en unas instalaciones reducidas lo que facilita enormemente su manejo
y el nimero de animales que se pueden utilizar en cada experimento. Ademads, durante los primeros dias 5-6 dias de desarrollo es
considerado como modelo in vivo y alternativo a la experimentacién animal lo que es una gran ventaja [5]. Finalmente, su enorme
potencial y desarrollo en investigacién humana ha proporcionado una enorme cantidad de herramientas moleculares que pueden ser

implementadas facilmente al Ambito de la investigacién en acuicultura.

En este proyecto se ha utilizado el pez cebra como modelo animal para el desarrollo de métodos para disminuir el nivel de estrés y de

mortalidad en peces de acuicultura e incrementar su reproductividad y su bienestar.
Los objetivos generales de este proyecto son los siguientes:

1) Reduccién del nivel de estrés y de mortalidad en peces de acuicultura
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2) Incremento del bienestar y la reproductividad de los peces de acuicultura
3) Identificacién de moléculas y extractos naturales con efecto antioxidante, antinflamatorio e inmunomodulador en peces
4) Definicion de métodos para evaluar el nivel de bienestar de los peces
Los objetivos especificos para el 2014 han sido los siguientes:
1) Definicién de un test para la evaluacién del dafo generado por exposiciéon a las ROS y su posible aplicacién para testar el efecto
antioxidante de moléculas funcionales en larvas de pez cebra.
2) Optimizacion y estandarizaciéon de métodos y condiciones para testar efectos anti-inflamatorio.
3) Evaluacién del efecto antioxidante, inmunomodulador y antinflamatorio de extractos naturales.
4) Evaluacién del efecto protector de microrganismos seleccionados frente a infecciones por patégenos.

5) Proteccién industrial del sistema para la evaluacién del nivel de estrés en peces.

METODOLOGIA

A lo largo de esta anualidad se han realizado las siguientes actividades:

1) Puesta a punto de una metodologia para identificar efectos antioxidantes

1.1 Evaluacién del dafo oxidativo. Se ha llevado a cabo la evaluaciéon del dafio oxidativo generado por el estrés oxidativo a

través de la determinacién de la muerte celular programada o Apoptosis y la Peroxidacién Lipidica.
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1.2.1. Apoptosis. Con este ensayo se pretender evaluar el papel de las especies reactivas del oxigeno (ROS) en la muerte

celular programada. El método seleccionado para determinar la cantidad de muerte celular debida a la apoptosis es el
Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL). El ensayo TUNEL utiliza un
dUTP marcado con fluoresceina (FL-dUTP), que se une y marca los extremos rotos de la doble hélice de DNA mostrando asi
las células que han sufrido una muerte celular programada.

1.2.2. Peroxidacion lipidica. Con éste ensayo se pretende evaluar la integridad de la membrana mitocondrial y celular tras

la exposicién al pro-oxidante #BHP (tert-butil hidroperéxido) y poder asi evaluar de una forma més precisa el dafio
oxidativo.

Para llevar a cabo este ensayo se han utilizado el método TBARS, en el que tiene lugar una reaccién Aacida a una
temperatura de 100°C donde se generan Especies Reactivas del acido tiobarbitirico que seran medidas mediante técnicas
espectrofotométricas. El resultado final serd expresado como concentracién de Malondialdehido [MDA] por cantidad de

proteina.

2) Evaluacién de la capacidad antioxidante de la N-Acetilcisteina (NAC) y anti-inflamatoria de la Vitamina C y E (Trolox)

2.1.

2.2.

Capacidad antioxidante. Para la evaluacion de la capacidad antioxidante se empled la metodologia descrita en el punto 1.

Se realiz6 un ensayo donde se empleé el t-BHP como oxidante de referencia y otro que fue posteriormente tratado con NAC.

Capacidad anti-inflamatoria. Para la evaluacion del efecto anti-inflamatorio, larvas de 3 dpf fueron sometidas a una

inflamacién enterocolitica quimica en presencia de DSS (sulfato de dextrano sédico) al 0.8% (p/v) y la sustancia a evaluar a
una concentraciéon de 50 pg/mL. La mortalidad acumulada se cuantificé durante 3 dpt (dias post tratamiento). Todas las

soluciones fueron renovadas diariamente.

3) Efecto protector de microrganismos frente a infecciones.
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En este caso primero se obtuvieron larvas gnotobidticas y con esa se llevé a cabo el ensayo para evaluar la protecciéon frente a

infecciones.

3.1.

3.2.

Obtencién de las larvas de pez cebra gnotobiéticas Embriones del pez cebra (Danio rerio, Hamilton 1822) se obtuvieron en

las instalaciones del Animalario de AZTI (Ntimero de registro REGA ES489010006105) siguiendo las condiciones de

mantenimiento estandar a 27 °C en tanques de 60 litros con aireacién y manteniendo los ciclos de luz/oscuridad de 12 horas
[6]. Los peces fueron alimentados diariamente con un pienso especialmente formulado para mantener el bienestar de los
animales (Gemma Micro 300, Skretting). Los embriones fueron esterilizados con diferentes lavados en presencia de un
coctel de antibiéticos y lejia, siguiendo las instrucciones descritas en Pham et al [7] y en combinacién con un tratamiento

final de pulsos de luz. Las condiciones de axenicidad fueron testadas mediante PCR y contaje en placa.

Efecto protector de Lactobacillus sakei frente a una infeccién con Vibrio anguillarum. Veinte larvas de 4 dpf (dias post

fecundacién) y por triplicado fueron infectadas por inmersién durante 18 horas la cepa de L. sakei (107 UFC; unidades
formadoras de colonias) marcada fluorescentemente con el plasmido pRCR12 (RedCherry). La cepa de L. sakei fue crecida
en medio MRS suplementado con cloranfenicol (10 ng mL1) a 30 °C en presencia de 2% de glucosa (no produccién de
dextrano) o de 2% de sacarosa (produccién de dextrano). Transcurrido el tiempo de infeccién al probidtico, y como terapia
preventiva, las larvas se lavaron con PBS y se infectaron durante toda la noche al patégeno V. anguillarum a una
concentracion del07 UFC. La mortalidad acumulada se evalué tras 72 h. En paralelo, se cuantificé el nimero de colonias
que han colonizado el tracto digestivo a las 6, 24 y 48 horas en 5 larvas por condicién (L. sakeri crecidas en glucosa o en
sacarosa) fueron anestesiadas en tricaina (Sigma Aldrich, St Louis, MO) a 200 mg mL" y lavadas tres veces en PBS
suplementado con Tween20 al 0.1 % (v/v) para eliminar cualquier rastro de bacteria adherido en la piel. Cada larva fue

homogeneizada y crecida en placa para evaluar las UFCs adheridas en su sistema digestivo.

8/17 © AZTI-Tecnalia 2012



aztiy

4) Desarrollo de un método alternativo para la evaluacién del nivel de bienestar de los peces.

Anteriormente en este proyecto se ha desarrollado un sistema para la evaluacion del nivel de bienestar de los peces. Este sistema esta
basado en un grupo de sensores capaces de detectar el movimiento de los peces. Estos sensores no son invasivos y tienen la potencialidad
de identificar posibles situaciones de estrés de manera directa. Durante el 2014 el trabajo se ha centrado en seguir adelante con la

solicitud de una patente para proteger el sistema y en la colaboracién con una empresa que esta interesada en comercializar el producto.

PRINCIPALES AVANCES REALIZADOS

A continuacién se detallan los principales avances realizados a lo largo del 2014.

2(B).
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1. Evaluacién del dano oxidativo por apoptosis y peroxidacion lipidica.
Apoptosis. Los resultados obtenidos en los grupos de larvas control y grupos de
larvas expuestas a t-BHP (tert-butil hidroperéxido) han mostrado un notable

incremento de la apoptosis en los grupos expuestos analizados y por tanto una

clara relacién directa entre el estrés oxidativo y la muerte celular programada.
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Peroxidacion lipidica. Los resultados obtenidos con el método TBARS para evaluar
la peroxidacién de lipidos de los diferentes grupos de larvas control y expuestas
confirman los resultados obtenidos en los otros ensayos llevados a cabo para evaluar
el estrés oxidativo aportando informacién adicional de interés a la hora de evaluar el
dafio generado por las Especies Reactivas del Oxigeno (ROS). En los resultados
obtenidos, se observan diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
expuestos al oxidante frente a los grupos control no expuestos. Estos resultados
sugieren que el estrés oxidativo es capaz de incrementar la oxidacién de

macromoléculas como los lipidos provocando dafos a nivel celular.

2. Evaluacién de la capacidad antioxidante de la N-Acetilcisteina (NAC) y anti-

inflamatoria de la vitamina C y vitamina E (Trolox)

Efecto antioxidante del NAC. Se ha llevado a cabo un ensayo preliminar para
testar el efecto protector del NAC frente al estrés oxidativo. La deteccién de la
producciéon de ROS con sondas fluorescentes no ha dado buenos resultados y se
repetira en un futuro. En cambio, se ha podido detectar la peroxidacién lipidica.
El efecto de esta molécula supuestamente antioxidante se evaluara mas en

profundidad en un futuro.

Evaluacién de la capacidad anti-inflamatoria de la vitamina C y vitamina E
(Trolox)

Tras realizar el ensayo se detecté una significativa capacidad anti-inflamatoria
de la Vitamina C (Figura 1).
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Figura 1. Ensayo para evaluar la capacidad anti-inflamatoria
de la Vitamina C y E mediante la cuantificacién de la
mortalidad acumulada frente a una inflamacién quimica
producida por el DSS.

3) Efecto protector de microrganismos frente a infecciones.

Vibrio anguillarum es uno de los patégenos que genera mas pérdidas en especies
comerciales de acuicultura. De hecho, al tratarse de un patégeno oportunista
estd demostrado que su incidencia es mayor en aquellos peces
inmunodeprimidos debido a diferentes tipos de estrés ambiental. Nuestros
resultados previos indican que se trata de un patégeno intracelular que invade
las células epiteliales del tracto digestivo utilizando la estrategia denominada
“stealth mechanism”. Una forma de minimizar el efecto oportunista de este
patéogeno es estimular el sistema inmune de los peces mediante dietas
suplementadas con prebidticos, probidticos, polisacaridos etc... Lactobacillus
sakei es un microorganismo con potencial capacidad probidtica y que hemos
utilizado para ver su capacidad protectora frente a la infeccidon. Los primeros
resultados llevados a cabo en un modelo de larvas de pez cebra gnotobidticas
indican una estadisticamente significativa proteccion frente a la infeccion con V.

anguillarum tal y como se detalla en la Figura 2.
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Figura 2. Mortalidad acumulada fe
larvas de pez cebra en presencia de
L. sakei'y frente a una infeccion a V.
anguillarum
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4) Desarrollo de un método alternativo para la evaluacién del nivel de bienestar de
los peces.
Durante el 2014 se han enviado solicitudes de patente a Europa y Estados
Unidos para proteger la invencién de un método para la evaluacién del bienestar
animal. Ademas, se ha presentado el dispositivo creado a partir de dicha
invencién en el congreso internacional de Acuicultura Aquiculture 2014 para
averiguar su potencial aplicacion en el sector acuicultura. En este foro se ha

podido comprobar un grande interés para este dispositivo.
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2. DIVULGACION Y FORMACION

Los resultados del tercer afio de proyecto se divulgaron en los siguientes congresos

internacionales:

1) Rainieri S., Garcia G.A. (2014) System to detect fish stress and wellbeing
with a non-invasive non-video based approach. Aquaculture Europe 2014,

San Sebastian, 14-17 Octubre. Comunicacién oral.

2) Martinez M., Pardo M.A., Rainieri S. (2014) Detection of Reactive Oxygen
species In vivo using the zebrafish animal model. 7Zing Conference on

Oxidative Stress, Madrid 3-6 Octubre. Comunicacion oral.

3) Oyarbide U., Rainieri S., Iturria I., Corey S., Pardo M.A. (2014) Infection in
germ-free zebratish leads to repression of innate immune response genes. The
7th Zebrafish Disease Models Conference Madison (USA) 28 Junio - 1 Julio.

Comunicacién escrita.

Ademas, se ha publicado el siguiente articulo cientifico:
Oyarbide, U., Iturria, I., Rainieri, S. and Pardo, M.A. (2015) Use of Gnotobiotic
Zebrafish to Study Vibrio anguillarum Pathogenicity. Zebrafish: 12(1):71-80.

3. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos durante la segunda anualidad del proyecto han permitido

obtener:

*  Un método para detectar el nivel de dafio oxidativo en larvas de pez cebra.
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La aplicaciéon de métodos previamente puesto a punto en este proyecto para

la evaluacion de los efectos anti-inflamatorio y antioxidante de moléculas

funcionales.

La evaluacién del efecto protector de microrganismos con actividad probidtica

frente a infecciones en peces.

La solicitud de una patente europea y de una patente estadounidense que
describe un método alternativo para la evaluacién del nivel de bienestar de

los peces.
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