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RESUMEN

En los ultimos afios la acuicultura estd adquiriendo cada vez mas importancia
debido a que las poblaciones naturales de especies comerciales se estan viendo muy
afectadas a causa de la actividad pesquera incontrolada, de la contaminacién marina'y
de otros factores que podrian llevar a la desaparicién de determinadas especies. Sin
embargo, en Espaiia existen solo siete especies que se cultivan integramente a escala
comercial: lubina, dorada, rodaballo, atun rojo (sélo para “engrase”), corvina,
lenguado y anguila. Esto hace que exista una necesidad de diversificar especies
cultivadas en el ambito de la acuicultura marina espanola, y la acedia (Dicologlossa
cuneata), por poseer un alto valor comercial y muy buena tasa de crecimiento y
fecundidad, se presenta como una firme candidata para la diversificacion. Pero para
ello es necesario llevar a cabo un intenso proceso de investigacion que posibilite el
desarrollo zootécnico efectivo de la especie. En este contexto, el Objetivo General de
la presente Tesis Doctoral es estudiar y desarrollar nuevos conocimientos acerca de la
metodologia de cultivo de la acedia, basandose principalmente en las respuestas
fisioldgicas y de comportamiento al estrés y su relacidén con las condiciones de cultivo.
Asi, los diferentes estudios que la conforman pretenden por un lado, evaluar las
condiciones de cultivo durante la cria de la acedia profundizando en el conocimiento
de dos parametros tan importantes como la densidad y la alimentacion y su fisiologia
del estrés, y por otro, llevar a cabo un estudio integrado de su fisiologia y

comportamiento en cautividad, por su importancia para la optimizacién del cultivo.

Para ello, en primer lugar se estudiaron los efectos de distintas densidades en
diferentes fases del cultivo concluyéndose que los altos valores de cortisol detectados
desde la fase larvaria de la acedia parecen estar relacionados con las propias
condiciones de cautividad y que la alta densidad de cultivo puede ser un agente
estresante a partir de los 45 dias desde la eclosion (DDE). Ademas, para este
parametro el cortisol fue un buen indicador de estrés en estudios a corto plazo, no
siendo asi cuando se traté de un estrés cronico. Para estudios de este tipo se

consideraron buenos indicadores de estrés a las enzimas musculares hexokinasa (HK) y



glutamato deshidrogenasa (DH). Los metabolitos plasmdaticos no se estimaron buenos

marcadores en ninguno de los casos.

En cuanto a los ritmos diarios de la especie (alimentario y locomotor), se
caracterizaron por una actividad nocturna. A pesar de ello, y a diferencia de lo
observado en otros peces planos, D. cuneata presentd cierta actividad natatoria
durante el dia, pareciendo ser un comportamiento propio de la especie y no derivado
de las condiciones de cautividad. Con respecto a la estrategia alimentaria, aunque la
acedia fue capaz de activar y usar comederos de autodemanda, este tipo de
alimentacion no parecié ser lo suficientemente adecuada en términos de crecimiento y
bienestar. Fue la alimentacién programada nocturna la que se consideré como la mas
adecuada para la especie, asocidandose con los mayores niveles de eficiencia de

crecimiento y los niveles mas bajos de estrés.

Por ultimo, en base a las respuestas integradas (fisiologia y comportamiento)
se identificaron diferentes coping styles con respuestas comportamentales y
fisioldgicas especificas: el grupo CS1, definido como peces reactivos, que tardan mas
tiempo en recuperar el apetito en un nuevo ambiente, con un caracter luchador frente
a un estresor (exposicion al aire) y altos niveles de cortisol plasmatico tras el estresor,
y el CS2, compuesto por individuos proactivos, que recuperan mas rapido la ingesta de
alimento, luchan menos en la red y presentan niveles de cortisol plasmatico inferiores
tras la exposicion al agente estresante. Ademas, se detectaron diferencias en los
niveles de algunas actividades enzimaticas relacionadas con el metabolismo energético

como la glucdgeno fosforilasa (GPasa), que actua en la glucdgenolisis.

En conclusién, los estudios que se han llevado a cabo a lo largo de esta Tesis
doctoral han proporcionado una informacién muy valiosa para mejorar la metodologia
de cultivo de la acedia y el bienestar animal, lo que repercutird de manera positiva en
la productividad acuicola y en el mantenimiento de especies amenazadas por la

sobreexplotacién pesquera.



ABSTRACT

In recent years, aquaculture is gaining an increasing importance because
natural populations of commercial species are being strongly threatened by
uncontrolled fishing activity, marine pollution and other factors that could lead certain
species to disappear. However, in Spain only seven species are grown on a commercial
scale: sea bass, sea bream, turbot, red tuna, meagre, Senegalese sole and eel. Thus, it
is necessary to diversify the species to be cultivated by the Spanish marine
aquaculture, and the wedge sole (Dicologlossa cuneata) appears as a convenient
candidate due to its high commercial value and its high growth rate and fertility. But
for this, it is necessary to carry out a comprehensive research process to reach the
effective zootechnical development of the species. In this context, the general aim of
this PhD Thesis is to study and develop new knowledge on the culture of the wedge
sole, based mainly on the physiological and behavioral responses to stress as related to
the culture conditions. Thus, it is composed by different studies that on the one hand,
try to evaluate the culture conditions during the breeding of the wedge sole, going
deeply into the knowledge of two important parameters, the density and the feeding
and its stress physiology and on the other hand, cover an integrated study of its
physiology and behavior in captivity, because of its importance for -culture

optimization.

Firstly, the effects of different densities were studied in diverse phases of the
culture, concluding that the high cortisol values detected from the larval phase of D.
cuneata seem to be related to the captivity conditions and that the high density of
culture can be a stressor from 45 days after hatching (DAH). In addition, for this
parameter cortisol was a good indicator of stress in short-term studies, but not for
chronic stress situations. For this type of studies, muscle enzymes hexokinase (HK) and
glutamate dehydrogenase (DH) were considered as good stress indicators. Plasma

metabolites were not considered good markers in any of the cases.



According to the daily rhythms of the species (food and locomotor), they were
characterized by nocturnal activity. In spite of this and unlike to that observed in other
flatfishes, D. cuneata showed some swimming activity during the day, seeming to be a
behavior of the species and not derived from the captivity conditions. With regard to
the feeding strategy, although the wedge sole was able to activate and use self-
feeders, this type of strategy did not prove to be proper enough in terms of growth
and welfare. By contrast, a nocturnal feeding schedule was associated with the higher
levels of growth efficiency and the lower levels of stress; hence, it appears as the most

appropriate feeding strategy for the wedge sole.

Finally, based on the integrated responses (physiology and behavior),
different coping styles with specific behavioral and physiological responses were
identified: the CS1 group, defined as reactive fish, which take longer to recover the
appetite in a new environment, with a fighting character against a stressor (exposure
to air) and high levels of plasma cortisol after the stressor; and the CS2 group, defined
as proactive fish, which recover faster the food intake, fight less in the net and have
lower levels of plasma cortisol after exposure to the stressor. Furthermore, differences
were detected between them in the levels of some enzymatic activities related to
energy metabolism such as the glycogen phosphorylase (GPase), which acts on

glycogenolysis.

In conclusion, the studies that have been carried out throughout this PhD
thesis have provided valuable information to improve the methodology of the wedge
sole culture and animal welfare, which will have a positive impact on the aquaculture

productivity and in the maintenance of species threatened by overfishing.
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I. INTRODUCCION GENERAL

1. NECESIDADES DE DIVERSIFICACION DE LA PISCICULTURA MARINA

En Espana se cultivan actualmente siete especies de peces marinos con una
produccién significativa, superior a las 200 Tm: lubina, dorada, rodaballo, atun rojo
(sélo para “engrase”), corvina, lenguado y anguila. En el caso concreto de Andalucia,
las especies que superan las 200 Tm se reducen a lubina, dorada, atun rojo y lenguado,
ya que el cultivo de rodaballo se lleva a cabo en Galicia y Cantabria, la produccién
principal de corvina se desarrolla en la Comunidad Valenciana (en Andalucia es tan
solo de 23 Tm), y el cultivo de anguila se produce al 100% en la Comunidad Valenciana

(MAPAMA, 2015) (Grafica 1).

LENGUADO LISAS RESTO(CORVINA,

3% \ 1% ESTURION, OTROS)

1%

DORADA 20% LUBINA 61%

Grafica 1. Distribucién por especies de la produccidn de piscicultura marina andaluza. Fuente: MAPAMA
2015.

En el Plan Estratégico Plurianual de la Acuicultura Espafiola 2014-2020
(documento que Espafia presenta como pais miembro de la Unidn Europea de cara al
2020), dentro del Andlisis DAFO de la Acuicultura Espaiola, se sefiala como primera de
las debilidades la escasa diversificacion de los productos. Esto pone de manifiesto la
gran necesidad de diversificacién de especies acuicolas en el marco de la acuicultura

espanola y particularmente en la piscicultura andaluza donde el nimero de especies
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cultivadas con produccion significativa se reduce con respecto al nacional. Por otro
lado, en este mismo documento se describen como una de las fortalezas y como una
de las oportunidades la existencia de un elevado potencial tecnoldgico para la
diversificacion de especies y productos. Por lo tanto, aunque en este documento se
refleja como una de las directrices estratégicas la necesidad de diversificar el nimero
de especies acuicolas, también se detecta el interés que presenta la acuicultura

espafiola por que ésta se lleve a cabo.

Esta diversificacion en términos de especies supone una ventaja selectiva,
pero es al mismo tiempo un arma de doble filo, ya que en una situacion como la actual
con importantes recortes en I+D+i podria producirse una diversificacidon en exceso y el
esfuerzo investigador no seria suficiente para generar nuevos conocimientos para ser
transferidos al sector productivo. Por ello, en la Estrategia Andaluza para el desarrollo
de la acuicultura marina se manifiesta que hay que ejercer criterios mas restrictivos a
la hora de establecer nuevas especies como candidatas para la investigacion sobre su
cultivo. Estas especies candidatas deben de cumplir una serie de requisitos especificos.
Estos son una buena adaptabilidad a la cautividad, un crecimiento rapido en cultivo
intensivo, conocer los requisitos bioldgicos y zootécnicos para desarrollar su cultivo y

presentar un alto precio en el mercado y una importante demanda comercial.

La acedia (Dicologlossa cuneata Moreau, 1881) es una especie sobre la que se
viene investigando desde hace mas de una década (Herrera et al., 2008). En el afio
2002 se desarrollé por primera vez su cultivo a escala experimental en el Centro IFAPA
“Agua del Pino” (Cartaya, Huelva) y desde entonces se han desarrollado y publicado
varios trabajos pioneros sobre su biologia y cultivo. Se trata de una especie autéctona
gue se ha adaptado con facilidad al cultivo en condiciones experimentales, que posee
un alto valor comercial (8.89 €/kg en primera venta. Afo 2016. Fuente: Junta de
Andalucia) (Figura 1) y con muy buenas tasas de crecimiento (Herrera et al., 2005;
2006; 2008). Ademds, es considerada como una de las especies objetivo de las
pesquerias demersales del Golfo de Cadiz y la presidn pesquera a la que se ve
sometida se ha incrementado en los ultimos afios, lo que ha originado un descenso en

las capturas (Sobrino et al.,, 1994; Vila y Jiménez, 2002; IDAPES, 2016, Junta de
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Andalucia). Todas estas cualidades hacen que el estudio de su cultivo se presente
interesante y que esta especie se muestre como una firme candidata para la

diversificacion.

400.000 10
8,89€
-9
- 8
300.000 A
217.047Kg L 7
- 6
200.000 - . 5 —Produccidn (Kg)
- 4 —Precio (Euros)
4,22 €
- 3
-2
-1
0 0

2000 2002 2004 2006 2008 2010 2012 1014 1016

Figura 1. Evolucién de la produccidn y del precio de la acedia en Andalucia desde el afio 2000 hasta el
afio 2016. Fuente: IDAPES, 2016, Junta de Andalucia.

Los peces planos han sido tradicionalmente especies de gran interés para las
empresas acuicolas de todo el mundo debido a que, en general, son especies de alto
valor comercial y con muy buenas tasas de crecimiento. Sin embargo, durante la
investigacion sobre su cultivo se han encontrado dificultades importantes que afectan
a su tecnologia de produccién (Hachero, 2008). Es por eso que se considera
fundamental la investigacién relacionada con la optimizacién de las tecnologias de

estos cultivos.

2. BIOLOGIA DE LA ESPECIE E INTERES EN SU ESTUDIO

La acedia, Dicologlossa cuneata (Moreau, 1881) es un pez plano de la familia
de los soleidos que habita fondos arenosos y fangosos a profundidades entre los 10-
100 m, pudiendo alcanzar hasta los 400 m en aguas de mas de 99C. Se distribuye desde

la Bahia de Vizcaya hasta el Mediterraneo occidental (Bauchot, 1987), en la peninsula
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Ibérica. Respecto a Africa, las mayores poblaciones se localizan en Marruecos,
Mauritania, Argelia, Guinea, Angola y Africa suroriental (Figura 2.A) (Smith, 1961;
Sanches, 1966; Durand, 1967; Blache et al., 1970; Collignon, 1971; Marinaro et al.,
1979; Heemstra y Gon, 1986; Lloris, 1986; Quéro et al., 1986).

Figura 2. A. Distribucién de D. cuneata. B. Ejemplar de la especie.

En Espaia es conocida en todo el litoral andaluz como acedia, aunque en el
litoral surmediterraneo también recibe el nombre de lenguaico. La acedia tiene el
cuerpo oval y alargado, con los ojos situados en el lado derecho (el superior préximo al
perfil dorsal). La boca se sitia en posicidn infera y estda muy arqueada. La linea lateral
presenta la rama supratemporal formando una S por encima de los ojos,
transcurriendo posteriormente en linea recta hasta el pedunculo caudal. La aleta
dorsal comienza por delante del borde anterior del ojo superior. La aleta anal
comienza a la altura de la aleta pectoral. La aleta caudal se encuentra unida a las aletas
dorsal y anal mediante una membrana poco desarrollada. En la cara ocular, la aleta
pectoral (con una mancha oscura en el centro) es ligeramente mayor que en la cara
ciega. El color de la cara ocular es marrén-grisaceo oscuro y la cara ciega es

blanquecina. La talla maxima que alcanza es de 30 cm de longitud (Figura 2.B).
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En cautividad, la acedia tiene un comportamiento diferente al de otros peces
planos, ya que mientras que la mayoria de ellos tienden a permanecer en el fondo del
tanque y sélo nadan activamente para alimentarse, esta especie nada a través de la
columna de agua como un pez pelagico (Herrera, 2008). Aun se desconoce el origen de
este comportamiento, pudiendo ser intrinseco de la especie o deberse a las
condiciones de cautividad. Sin embargo, es probable que pudiera estar relacionado
con los altos valores de indicadores de estrés (por ejemplo el cortisol) que la acedia
presenta ya que, segln esta descrito, son los mas altos detectados en el orden
Pleuronectiformes (Barnett y Pankhurst, 1998; Arjona et al., 2007; Ribas et al., 2007;
Costas et al., 2008). Por otra parte, estudios preliminares sobre el cultivo de esta
especie indican una alta tasa de mortalidad en cautividad que podria estar de nuevo
vinculada a estos valores elevados de indicadores de estrés (Herrera et al., 2008). Por
todo ello, se considera de gran importancia investigar sobre la fisiologia del estrés de
esta especie para asi determinar si una variaciéon en las condiciones de cultivo

produciria una reduccion del estrés y un aumento en la supervivencia.

Hasta el momento se han llevado a cabo algunos estudios sobre como afectan
diferentes condiciones de cultivo, como la osmolaridad y la densidad de cultivo en
juveniles (Herrera et al., 2009a,b), a la fisiologia del estrés en esta especie. Pero aun
queda un largo camino hasta llegar a que su cultivo sea exitoso. Para ello habra que
seguir profundizando en éstos y otros factores, tal y como persigue esta Tesis, como
son la fisiologia del estrés relacionada con la alimentacion y la densidad de cultivo en
diferentes fases y la respuestas al estrés frente a agentes estresantes mediante la

integracion de la fisiologia y del comportamiento.

3. ELBIENESTAR ANIMAL

El bienestar de los animales alcanz6 un gran interés a principios del siglo XIX
cuando se presentd en el Parlamento britanico un proyecto de ley que ofrecia
proteccion de la crueldad a los bovinos, caballos y ovejas, dando posteriormente lugar

a la fundacidn de la primera organizacidn por el bienestar animal. Sin embargo, es en
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los ultimos 30 afios cuando se ha dado un verdadero impulso a esta inquietud. A dia de
hoy la forma de pensar ha evolucionado y el respeto y cuidado hacia los animales ya
ocupa una posicién relevante en la escala de valores de la sociedad actual. Los avances
tecnolégicos y cientificos han apoyado esta nueva corriente ya que se ha demostrado

que el dolor y el sufrimiento no son exclusivos de los humanos (Branson, 2008).

La definicion de bienestar animal es algo ambigua vy dificil de valorar y de
definir desde el punto de vista cientifico, ya que es un concepto que depende de
multitud de factores de diferente naturaleza y esta abierto a muchas interpretaciones.
Este concepto incluye tres elementos: el funcionamiento adecuado del organismo
(salud fisica), el estado emocional del animal y el comportamiento propio de la especie
(Manteca et al., 2012). Aun asi, no todas las conductas reciben la misma importancia a
la hora de valorar el bienestar de un animal. En base a estos tres principios existen
numerosas definiciones en la bibliografia. Asi, por ejemplo, la Organizacion Mundial de
la Salud Animal (OIE, 2008) considera que un animal se encuentra en un estado
satisfactorio de bienestar cuando esta sano, confortable y bien alimentado, puede
expresar su comportamiento innato, y no sufre dolor, miedo o distrés. Otra definicién
de bienestar animal es la descrita por Huhges (1976) como el estado de completa salud
mental y fisica, donde el animal estd en perfecta armonia con el ambiente que le
rodea. El Instituto Andaluz de Investigacion y Formacidn Agraria y Pesquera (IFAPA), en
su manual de Bienestar Animal en el Transporte (Arrebola et al., 2013), se refiere a él
como el estado del animal que se encuentra en armonia con el medio, que tiene salud
fisica y mental, y cubiertas sus necesidades especificas. El bienestar es dinamico,
cambiante y depende de las condiciones de cada individuo y de la relacion del animal

con el entorno.

Existen por tanto una gran cantidad de definiciones de este concepto vy
basdndose en todas ellas se podria considerar que un animal en cautividad goza de
bienestar si cumple una de estas tres condiciones: 1) el animal puede adaptarse a su
medio y tiene buena salud, con todos sus sistemas biolégicos funcionando
adecuadamente; 2) el animal es capaz de llevar una vida normal, desarrollando los

mismos patrones de comportamiento que en la naturaleza y es capaz de detectar sus
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necesidades; 3) el animal estd libre de experiencias negativas tales como dolor,
hambre y miedo y tiene acceso a experiencias positivas, tales como interacciones

sociales.

De una manera mas sintetizada, un método cada vez mas aceptado para
definir el bienestar animal estd basado en las denominadas “cinco libertades”,
propuestas por el Consejo para el Bienestar de los Animales de Granja del Reino Unido
en 1.992, usando las recomendaciones de una investigacién conocida como el Comité
Brambell, llevada a cabo en 1.965. Segun éstas, para garantizar el bienestar, los
animales deben estar libres de: 1) hambre y sed; 2) condiciones ambientales
desfavorables; 3) enfermedades y heridas; 4) restricciones en cuanto al

comportamiento (incluido escasez de espacio); y 5) sufrimiento psicoldgico.

La preocupacion por el bienestar de los animales aparece en gran parte como
consecuencia de que los animales pueden experimentar emociones, entre ellas el
sufrimiento (Sneddon et al., 2014). Dicha capacidad requiere un cierto desarrollo del
sistema nervioso, por lo que no estd necesariamente presente en todos los animales.
Aunque a dia de hoy aun existe cierta controversia sobre este punto, la mayoria de
autores consideran que todos los vertebrados (mamiferos, aves, peces, reptiles y
anfibios) tienen un sistema nervioso central lo suficientemente desarrollado como
para experimentar dolor y otras formas de sufrimiento. Con respecto a los
invertebrados, tan solo se considera al sistema nervioso de los cefalépodos como lo
suficientemente desarrollado como para poseer la capacidad de sufrir (Mather, 2011).
No obstante, esto no significa que en un futuro préximo se puedan afiadir otros grupos

de invertebrados a la lista de animales con dicha capacidad.

Otro aspecto muy importante a tener en cuenta es que la legislacion existente
sobre bienestar de animales en produccion y/o experimentacion se ha incrementado y
es cada vez mas exigente, como consecuencia de la creciente sensibilidad hacia evitar
el sufrimiento de los animales en las explotaciones ganaderas y avicolas y los centros
de investigacion. Ademas, el creciente interés por la piscicultura y la consecuente

proliferacién de explotaciones han originado que los textos legales sobre la materia de
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bienestar en peces comiencen a tener relevancia (Recomendacion del Consejo
Europeo en 2008 sobre el bienestar de peces cultivados, y los principios rectores para
el bienestar en peces adoptados por la OIE en 2008). Desde un punto de vista practico,
las consecuencias de aplicar esta legislacion supondrian una mejora de la produccién
ya que el animal se encontraria en buenas condiciones de cultivo, con un buen estado
de salud y mental, se desarrollarian menos patologias y la tasa de crecimiento y
reproduccién serian mayores. Por ello, a medio-largo plazo aplicar la legislacion sobre
bienestar animal en el proceso productivo seria del todo beneficioso tanto para el

animal como para el productor.

4. EL ESTRES

Estrés y bienestar son términos opuestos, ya que el primero es la
manifestacion evidente de un pésimo bienestar. El estrés se puede definir como la
situacion en la cual el equilibrio homeostatico de un organismo es modificado como
consecuencia de la accion de un estimulo (intrinseco o extrinseco), denominado
agente estresante (Tort et al.,, 1998). El animal responde mediante una serie de
reacciones de comportamiento y/o fisiolégicas con objeto de compensar y/o adaptarse
a la nueva situacion (@verli et al.,, 2001, 2004a; Barandica, 2010). El equilibrio
homeostatico u homeostasis se refiere al ajuste continuo mediante mecanismos de
autorregulacién del organismo (fisioldgicos, endocrinos e inmunolégicos) que permiten

hacer frente a los cambios fisicos, quimicos y bioldgicos (Flik et al., 2006).

El estudio del estrés en piscicultura posee una gran relevancia ya que
proporciona informacién crucial sobre el bienestar en peces, aspecto cada vez mas
considerado tanto a nivel legal como ético/social en actividades productivas y de
investigacion. Esto se debe a la relacién que existe entre las situaciones de estrés y el
debilitamiento de las defensas por un mal funcionamiento del sistema inmunitario y la
inhibicion del apetito, suponiendo el estrés por tanto una de las principales causas de

mortalidad de los peces de piscifactoria (Tort, 2011; Vargas- Chacoff et al., 2014a,b).
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En la practica acuicola, los procesos de cultivo tienden a minimizar las
situaciones de estrés existentes con el objetivo de que el animal se adapte a estas
condiciones de cautividad y permitan un correcto crecimiento y reproduccion de la
especie y un buen funcionamiento del sistema inmune. Los principales agentes
estresantes a los que se enfrentan las especies en cultivo son multiples y de variado
origen: calidad del agua de cultivo, densidad, alimentacion inadecuada, manejo
(muestreo y transporte), fotoperiodo, termoperiodo, etc. En la acuicultura es
prioritario conseguir eliminar y/o minimizar cualquier fuente de estrés para el animal

cultivado.

En vertebrados superiores (mamiferos) existen dos ejes o conjunto de
sistemas organicos interrelacionados, implicados en la respuesta a las situaciones de
estrés. El primero de ellos es el eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (eje HPA) y el
segundo se denomina eje hipotalamo-simpatico-cromafin (eje HSC) (Figura 3). En
mamiferos, la glandula adrenal esta formada por dos tejidos diferentes: la médula,
compuesta principalmente por el tejido cromafin, responsable de la sintesis de las
catecolaminas (adrenalina y noradrenalina), y la corteza, donde se encuentra el tejido
esteroidogénico que sintetiza las hormonas esteroideas (cortisol, corticosterona y
aldosterona) (Reid et al.,, 1998). En teledsteos, a diferencia de los mamiferos, las
células cromafines no se localizan de manera compacta en la médula adrenal, sino que
se encuentran aisladas o formando pequenas agrupaciones en el rifidén cefalico. Sucede
lo mismo con el tejido esteroidogénico, que en este caso tampoco se encuentra como
una masa densa, sino en capas, cordones o grupos aislados a lo largo de la vena
cardinal y el rifién cefalico, denominandose tejido interrenal (Milano et al., 1997)
(Figura 4). Es por ello que en los peces el eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) se
denomina hipotalamo-pituitaria-interrenal (HPI). La hormona esteroidea mas

importante que segrega el tejido interrenal es el cortisol.

Los agentes estresantes producen modificaciones en el estado homeostatico
del animal. Estos cambios son inicialmente percibidos por sensores en el hipotalamo
donde se estimulan los dos grandes ejes reguladores: HSC y HPI (Weyts et al., 1999). En

el eje HSC, la estimulacion del hipotalamo produce una rapida activacion del sistema

19



Tesis Doctoral

nervioso simpatico, cuyas neuronas inervan el tejido cromafin a través de receptores
colinérgicos (Reid et al., 1996). Estos estimulan a las células cromafines responsables
de la sintesis y liberacion de catecolaminas (adrenalina, noradrenalina) a la sangre en
una situacién de estrés. En paralelo, aunque de forma mas lenta, se produce la
activacion del eje HPI. En dicha activacién, estd implicada la hormona o factor
liberador de corticotropina (CRF), que actua sobre la hipdfisis estimulando la secreciéon
de la hormona adrenocorticotropa (ACTH) a la circulacion. La ACTH actua sobre el

tejido interrenal, estimulando la liberacion de cortisol al torrente sanguineo.

EJE HPI EJE HSC

HIPOTALAMO

(CRF)
PITUITARIA : s
O HIPOFISIS Fibras simpaticas (SNS)
|
(ACTH)
RINON ANTERIOR
Tejido Interrenal Tejido Cromafin
CORTISOL CATECOLAMINAS

(A, NA)

Figura 3. Sistema de Estrés en peces teledsteos. Eje Hipotalamo-Pituitaria-Interrenal (HPI) y Eje
Hipotalamo-Simpatico-Cromafin (HSC). CRF: factor liberador de corticotropina; ACTH: hormona
adrenocorticotropa; A: adrenalina; NA: noradrenalina.
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RINON ANTERIOR ]
MEDULA ESPINAR——> L

PITUITARIA HIPOTALAMO

Figura 4. Esquema de anatomia interna de pez teledsteo con los principales 6rganos de los ejes de
estrés (HPI y HSC). Adaptacion de Barandica (2010).

Cuando el organismo se enfrenta a una situacion de estrés, éste produce
diferentes respuestas destinadas a mantener la homeostasis. En este proceso en el
gue intervienen los dos ejes de estrés, que fue definido por Hans Selye (1950) como el
Sindrome de adaptacién general (GAS), tienen lugar tres fases diferentes (Tabla 1) que
segun la duracion del agente estresante se denominan: reaccién de alarma inicial, fase
de resistencia y fase de agotamiento (Cannon, 1929; Roberts, 1981; Maule et al.,

1989).

En la acuicultura, se distinguen principalmente dos tipos de estrés: el estrés
agudo, causado principalmente por agentes estresantes de corta duracién en el
tiempo como el manejo de los peces, las biometrias y el transporte, y por otro lado el
estrés crénico, causado por agentes persistentes y de larga duracién, como pueden ser
las altas densidades de cultivo, la variacion en la calidad del agua, una dieta
inadecuada, la exposicidn a nuevos ambientes, la dominancia social de los peces o la

exposicidn a ciertas enfermedades.

Desde un punto de vista fisioldgico, una activacidon puntual del sistema de
estrés es beneficiosa para el animal ya que le permite recuperar la homeostasis de su
medio interno alterada por un agente estresante. Sin embargo, si la situacion de estrés
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se convierte en croénica, la respuesta al estrés puede perder su valor adaptativo y
originar problemas al animal en procesos tales como los de crecimiento,
reproductivos, osmorreguladores e inmunitarios que se reflejarian a nivel de

organismo, poblacion y comunidad (Mancera y Martin, 2002).

- Primera reaccién del animal, en la que intenta

huir o enfrentarse al peligro.

- Se activa el eje HSC, liberdndose adrenalina y
noradrenalina. Estas sustancias activan un amplio

rango de funciones metabdlicas:

- Activacion motora, ritmo cardiaco, flujo
sanguineo hacia los drganos mas activos
& B CR bl i (corazén, cerebro, musculo esquelético).
- Flujo sanguineo hacia las branquias vy
estimulo de la capacitacion/transporte

de oxigeno.

- Aumento de la tasa metabdlica basal e
intermedia.  Aumenta la  glucosa
plasmatica por glucégenolisis, lipolisis y

glucogénesis.

- Continta la situacion de estrés y el animal
intenta establecer el equilibrio. Los niveles de
2. Fase de Resistencia
catecolaminas vuelven a los valores normales. Se

activa el eje HPI, por lo que se libera cortisol.

- La situacion de estrés se mantiene en el
organismo. Se activa el metabolismo para
enfrentar esta situacion. Este hecho, junto con los
altos niveles de cortisol en sangre mantenidos
3. Fase de Agotamiento
durante un largo periodo interfieren con otros
procesos fisioldgicos del animal (crecimiento,

reproduccién, sistema inmune,...) pudiendo llegar

a ser una situacion letal para él.

Tabla 1. Sindrome de Adaptacion General (GAS) o Ley de Selye. Adaptado de Barandica (2010).
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Fisioldgicamente, existen tres tipos de respuesta al estrés que dan origen a
tres tipos y fases de estrés (Mommsen et al., 1999; Iwama et al., 2006; Vargas- Chacoff

et al,, 2011; Herrera et al., 2012b):

a) Estrés primario/respuesta primaria. Ocurre inmediatamente tras la
exposicién al agente estresante. Consiste en la liberacion de hormonas al torrente

sanguineo, catecolaminas y cortisol, principalmente.

b) Estrés secundario/respuesta secundaria. Dichas hormonas inducen cambios
metabolicos orientados a recuperar la homeostasis o el estado inicial produciéndose
un aumento de la concentracion de metabolitos en sangre (glucosa, lactato, proteinas,

triglicéridos).

c) Estrés terciario/respuesta terciaria. Si la situacion de estrés se mantiene, se
originan fallos fisiolégicos generales (reversibles e irreversibles) a nivel individual y

poblacional, pudiendo ocasionar finalmente la muerte de los individuos.

A nivel fisioldgico, el indicador de estrés mds aceptado es el cortisol. En peces,

éste puede medirse en (revisado en Branson, 2008):

a) Plasma sanguineo. Aun siendo invasiva, es la técnica mas habitual, con
protocolos bien definidos. No requiere el sacrificio de los peces para la obtencién de
las muestras. Sin embargo, sdlo es posible con peces de un tamafio minimo apropiado

para la extraccion de sangre (en Salas-Leiton et al., 2008).

b) Cuerpo completo. Se usa para larvas y pequefios peces a los que no es
posible extraerles sangre. En este caso si es necesario sacrificar a los animales (en

Dicologlossa cuneata, Herrera et al., 2016).

c) Heces. Es relativamente reciente en peces. Se miden glucocorticoides
(entre ellos el cortisol) y metabolitos excretados en las heces tras su metabolismo. No
precisa de un manejo intenso de los peces, sin embargo, hasta la fecha no se dispone

de mucha informacion sobre esa metodologia en comparacién con las clasicas
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(anteriores) (en Cyprinus carpio, Lupica et al., 2010, y en Sparus aurata, Herrera et al.,

2016).

d) Agua de cultivo. Este método es el que supone menor estrés. Consiste en
analizar el agua de cultivo del tanque de los peces, que contiene cortisol proveniente
de la orina y las heces. Es un método laborioso porque supone el filtrado de volumenes
de agua considerables. Ademds, la metodologia existente aln no estd muy

desarrollada (en Salmo salar, Kittilsen et al., 2009).

Otros indicadores fisioldgicos de estrés son las catecolaminas (Kulkarni y
Pruthviraj, 2017). Estas hormonas son liberadas rapidamente al torrente sanguineo
tras la exposicidon al estrés. Sin embargo, el uso de cortisol como marcador de estrés
estda mucho mas extendido que el uso de las catecolaminas, ya que éstas ultimas se
liberan de forma tan rapida que es complicado medir los valores basales en peces no

estresados.

El estrés origina cambios metabdlicos importantes, sobre todo a nivel
energético, ya que los individuos consumen sus reservas de energia para recuperar su
estado inicial. Por tanto, otros indicadores relacionados con el estrés cuyas
metodologias de analisis estan plenamente desarrolladas también pueden ser las
concentraciones plasmaticas de glucosa y lactato (respuesta secundaria al estrés)
(lwama et al. 2006), las concentraciones de sustratos energéticos en tejido
(principalmente higado) (en Dicologlossa cuneata, Herrera et al., 2009a,b), el consumo
de oxigeno (Wendelaar Bonga, 1997), las actividades de enzimas del metabolismo
intermedio (en Dicologlossa cuneata, Herrera et al., 2015), e incluso parametros
inmunoldgicos (Tort et al., 2005), ya que los peces estresados (carentes de bienestar)

son mas propensos a patologias.

Desde el punto de vista etoldgico, un método ampliamente utilizado para
medir el estrés es el de evaluar el patron de comportamiento del animal. Sin embargo,
es muy dificil determinar un comportamiento en los peces de cultivo que sea indicativo
de estrés ya que los habitos de conducta de éstos varian enormemente en funcién de

la especie y las condiciones ambientales, ademds de que en la practica son
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complicados de detectar y evaluar. Aun asi, aunque existen variables cuantificables
gue podrian estar relacionadas con el estrés, sélo un analisis integrado de todas ellas y
especifico para las condiciones ambientales y la especie, podrian proporcionar una
evaluacion eficaz del estrés a nivel de comportamiento. Algunas de esas variables
pueden ser: la frecuencia y rapidez de captura del alimento o presa, la respuesta
motora a estimulos fisicos o depredadores, los tipos de interacciones sociales y la

actividad natatoria (Martins et al., 2012).

Los diferentes estresores que someten a los peces en acuicultura a situaciones
de estrés y sus repuestas fisioldgicas han sido analizados en numerosos estudios. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que estas respuestas son muy variables y flexibles
en los peces, en consonancia con la gran diversidad de adaptaciones que permiten a
los animales vivir en una gran pluralidad de habitats acuaticos (Wendelaar Bonga,
1997). Los efectos de la salinidad del agua y la densidad de cultivo, dos factores clave
en la acuicultura, han sido estudiados en diferentes especies. En el pargo Pagrus
pagrus, las diferentes densidades y salinidades a las que fueron sometidos los peces no
afectaron en gran medida a su sistema de estrés, presentando Unicamente pequefas
variaciones en los indicadores de estrés primarios y secundarios a nivel plasmatico,
hepatico y muscular (Vargas-Chacoff et al.,, 2011). Sin embargo, los estudios sobre
diferentes condiciones de densidad en lenguado Solea senegalensis (Salas-Leiton et al.,
2008), mostraron que a altas densidades de cultivo los peces presentaban un mayor
consumo de oxigeno e ingerian mayor cantidad de comida. Asi mismo, en acedia, las
densidades extremas y las altas salinidades ambientales provocaron un estrés a los
animales que, en el caso de la salinidad, se asocié con un elevado coste energético

(Herrera et al., 2009a,b).

5. LOS RITMOS BIOLOGICOS, LA ALIMENTACION Y SU INTERES EN LA RESPUESTA
AL ESTRES

La incorrecta alimentacidn de una especie se considera un agente estresante y

puede tener como consecuencia un mal desarrollo de sus sistemas digestivo e
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inmunitario, que pueden producir un inadecuado crecimiento y la apariciéon de
patologias. Para lograr una optima alimentacién, es preciso conocer y respetar los
ritmos bioldgicos de los animales, donde estan mas activos y con necesidad de

alimentarse.

Los ritmos circadianos son ritmos biolégicos cuyo periodo es cercano a las 24
h, y son sincronizados principalmente por los ciclos diarios de luz y oscuridad
(sincronizadores ambientales), mediante relojes bioldgicos endégenos o marcapasos
circadianos desarrollados por los animales. Estos ultimos les permiten anticipar los
cambios ciclicos ambientales (como por ejemplo el fotoperiodo) y adaptar su fisiologia
a ellos. La actividad alimentaria y la actividad locomotora forman parte de los
denominados ritmos bioldgicos. El inicio y fin de cada una de estas actividades estd
controlado por el marcapasos circadiano propio de cada animal, que en la mayoria de
los peces es la glandula pineal. En funcién de la fase del fotoperiodo en que el animal
se encuentre activo, éstos se clasifican en: nocturnos, diurnos & crepusculares.
Determinadas especies pueden mostrar dos tipos de comportamiento, en ese caso se
denomina comportamiento dual (Herrero, 2007). Lo poseen aquellos animales que
tienen la capacidad de cambiar sus patrones de alimentacién diurna a nocturna o
viceversa durante su ciclo de vida (Madrid et al., 2001; Reebs, 2002). Existe una gran
variabilidad de patrones circadianos entre especies de peces y su sistema circadiano es
mucho mas flexible que el de vertebrados superiores (Oishi, 1991). La flexibilidad en
las fases y cierto grado de independencia entre actividad locomotora y alimentaria
puede ser vista como una respuesta adaptativa del sistema circadiano de los peces
(Sanchez-Vazquez et al., 1996). Sin embargo, a pesar de esta plasticidad, la alteracion
de los correspondientes patrones de actividad tiene implicaciones en el crecimiento,
en la eficiencia alimentaria, en la reproduccion y probablemente en el sistema inmune

de los peces (Herrero, 2007).

Para conocer el momento idéneo en el que una especie debe ser alimentada
en cautividad, es necesario estudiar su actividad alimentaria diaria. Para ello se utilizan
comederos de autodemanda, ya que el pez los activa en funcién de sus necesidades de

alimentacion, quedando las demandas registradas y mostrando asi su comportamiento
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alimentario (Navarro et al., 2009) (Figura 5). En la practica acuicola, en muchos casos
estas pautas alimentarias no son respetadas y como consecuencia se genera en la
especie en cultivo una situacién de estrés que produce a medio/largo plazo mermas en

su crecimiento y capacidad reproductiva y un mal desarrollo de su sistema inmunitario.

Por otra parte, otro de los factores que habria que determinar es el tipo de
estrategia alimentaria, programada o autodemanda, mas adecuada para la especie en
estudio, ya que se ha descrito que las diferentes estrategias de alimentacién
(programada vs. al azar) y el momento del dia en el que se dispensa la comida afectan
a la fisiologia de los peces y estan intimamente relacionados con su bienestar (Vera et

al., 2006; Kitagawa et al., 2015).

Figura 5. Método para el estudio de la actividad alimentaria en peces a través del uso de
comederos de autodemanda y fotocélula infrarroja. Las activaciones de la fotocélula por parte
de los peces son recogidas en un ordenador.

Desde los afios 50 se vienen realizando numerosos estudios sobre el
comportamiento alimentario y crecimiento de peces alimentados mediante
comederos de autodemanda (Haralson y Bittermn, 1950). También se han llevado a
cabo ensayos en los que se comparan diferentes estrategias de alimentacién en
especies como el salmén Salmo salar (Paspatis y Boujard, 1996), la lubina
Dicentrarchus labrax (Boujard et al., 1996; Azzaydi et al., 1998), la dorada Sparus
aurata (Velazquez et al., 2006) y la trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss (Valente et al.,
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2001), pero hasta el momento, no se ha realizado ningln estudio de este tipo en
acedias. Una mejor comprension de la relacién entre los patrones de alimentacion y la
fisiologia del estrés podria reducir el estrés de esta especie en cultivo y, por

consiguiente, aumentar su tasa de supervivencia.

6. EL CONCEPTO DE COPING STYLE

Las practicas acuicolas en los centros de produccién someten a los peces a
continuas situaciones de estrés. Estas situaciones pueden comprender un corto
periodo de tiempo (manejo, transporte, muestreos, labores de limpieza, etc.)
generando a los animales un estrés agudo, o pueden prolongarse en el tiempo (altas
densidades de cultivo, shock osmatico, shock térmico, alimentacion inadecuada, etc.)
llegando a producir en este caso un estrés cronico. Sin embargo, cada individuo
responde de una manera diferente a un mismo agente estresante, tanto a nivel
fisioldgico como a nivel comportamental, pudiéndose diferenciar asi en cuanto a la
capacidad de enfrentarse a estos estimulos externos (estresores). Existen
determinados factores que influyen sobre esta capacidad, como pueden ser el
genotipo, la fase del desarrollo del animal, el entorno, las relaciones sociales, etc.

(Koolhaas et al., 1999).

Estas distintas formas de enfrentarse al estrés, denominadas en la bibliografia
como personalidades, temperamentos o coping styles, se definen como “un conjunto
coherente de respuestas fisioldgicas y comportamentales al estrés, que es consistente
en el tiempo y caracteristico de ciertos grupos de individuos” (Koolhaas et al., 1999).
En los peces, como en el resto de vertebrados, se distinguen dos grupos extremos con
respuestas fisioldgicas y comportamentales muy diferentes entre si: animales reactivos
y animales proactivos. En general, los animales reactivos responden al peligro y a los
estimulos negativos de forma mas pasiva, tienden a ser poco agresivos y subordinados
y suelen sufrir mas los efectos del estrés. Ademads, sus pautas de comportamiento
suelen ser flexibles. Por el contrario, los animales proactivos suelen responder de

forma activa a las amenazas, suelen ser mas agresivos y dominantes y resisten mejor el
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estrés. Asimismo, son mas propensos a desarrollar rutinas de comportamiento (@verli
et al., 20044a, 2005; Brelin et al., 2005; Frost et al., 2007; Silva et al., 2010; Castanheira
et al., 2013a).

Existen numerosos tests para caracterizar coping styles en peces, adaptados
de tests usados en animales de granja. Estos tests consisten en enfrentar a los peces a
distintas situaciones y observar cambios comportamentales y/o fisioldgicos. Entre
ellos, algunos de los mas utilizados en la bibliografia han sido: test de adaptacion a un
nuevo ambiente, donde se determina la motivacion del pez a alimentarse tras ser
trasladado a un nuevo entorno (Brelin et al., 2005); test del objeto novedoso, en cuyo
caso se analizan las respuestas del individuo frente a la presencia de un nuevo objeto
introducido en el tanque (Martins et al., 2011a); test de agresividad o del “intruso”,
parecido al anterior, pero en este caso de introduce en el tanque un espécimen menor
gue el residente y se observan los intentos de ataque al “intruso” (Castanheira et al.,
2013b); test de confinamiento o exposicion al aire, donde se expone al pez en una red
fuera del agua un tiempo determinado y se analizan los intentos de escape de la red
por parte del pez (Silva et al.,, 2010). Las pruebas fisioldgicas se basan en las
mediciones de indicadores relacionados con el estrés, tras someter a los peces a

situaciones estresantes.

Hasta la fecha, la mayoria de los tests utilizados para la caracterizacién de
coping style han sido tests individuales. En la practica, para los centros de produccion
y/o experimentacion acuicola eso supone la realizacién de miles de pruebas para la
identificacion de los individuos. Ademas, este tipo de tests pueden provocar estrés a
especies sociales. Por ello, algunos autores han realizado estudios empleando tests
grupales en los que se han obtenido buenos resultados. Algunos ejemplos de estas
pruebas son el test de hipoxia (Laursen et al., 2011; Castanheira et al., 2013b), que se
basa en contabilizar los peces que se desplazan desde una zona en la que se ha
disminuido el nivel de oxigeno (zona de hipoxia), hasta otra donde el nivel de oxigeno
es el adecuado (zona de normoxia); y el test de riesgo, que consiste en detectar qué
peces son los que se enfrentan a una situacién de riesgo como un espacio abierto y

cuales los que la evitan (Castanheira et al., 2013a, Herrera et al., 2014). Ambos tests se
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dan por concluidos cuando han pasado a la segunda zona el 50% de los individuos

(Figura 6).
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Figura 6. Tests grupales de Hipoxia y de Riesgo utilizados para la evaluacién de coping styles en peces.

En base a los estudios realizados para la clasificacion de coping styles, los
individuos proactivos se caracterizaron a nivel comportamental por tener la capacidad
de escapar con mayor actividad de un estresor, como en el caso de la trucha Salmo
trutta (Brelin et al., 2005) que frente a una situacion de hipoxia presentaron un mayor
numero de intentos de escape, o el lenguado Solea senegalensis (Silva et al., 2010;
Martins et al 2011c) donde emplearon mas tiempo escapando de una red fuera del
agua. En cuanto a la motivacién a alimentarse en un nuevo ambiente, en la literatura
los resultados son contradictorios: mientras que para unas especies los proactivos
presentaron una alta recuperacion del apetito en un entorno novedoso como sucedié
con el lenguado Solea senegalensis (Silva et al., 2010; Martins et al., 2011c), para otras
como la dorada Sparus aurata (Castanheira et al.,, 2013b) y la trucha arcoiris
Oncorhynchus mykiss (@verli et al., 2006a) se observd una baja capacidad de
adaptacion. También se identificaron como coping styles proactivos aquellos con un
alto nivel de riesgo y exploracion al exponerse a una situacion novedosa y una alta
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agresividad frente a un coespecifico de menor tamafio (“intruso”), como fue el caso de
la dorada Sparus aurata (Castanheira et al., 2013a,b; Herrera et al., 2014), ya que
fueron los que se adentraron antes en una zona de riesgo y mostraron mayor niumero
de intentos de ataque al “intruso”. A nivel fisioldgico y neuroendocrino estos
individuos se caracterizaron por poseer una baja reactividad del eje HPI, presentando
bajos niveles de cortisol plasmatico tras ser expuestos a un agente estresor, [dorada
Sparus aurata, (Castanheira et al., 2013a) y tucha arcoiris Oncorhynchus mykiss (@verli
et al., 2006b)], y por un alto consumo de oxigeno durante una situacion estresante
[lenguado Solea senegalensis (Martins et al., 2011c) y dorada Sparus aurata (Herrera

et al., 2014)].

Existe una importante carencia de informacion en la bibliografia relacionada
con la caracterizacidon de coping styles en cuanto a la consistencia de las diferencias
individuales. Aunque para la identificacion de los coping styles en peces, la
consistencia a través del tiempo y en diferentes situaciones es un factor clave, esto no
excluye la posibilidad de que los individuos cambien su coping style a través del tiempo
y del contexto (Castanheira et al., 2017). Esto es debido a que los animales pueden
poseer cierta plasticidad que les permite adaptar su comportamiento frente a
entornos nuevos o cambiantes y asi, individuos que inicialmente presentaban un
comportamiento pueden variarlo cuando las condiciones (ambientales, sociales, etc.)
cambian (Frost et al., 2007; Basic et al., 2012). De hecho, se ha confirmado que el
contexto social es un importante modulador del coping style para algunas especies
como la trucha (Frost et al.,, 2007). Aunque recientemente se ha demostrado que
existen mecanismos neurobioldgicos relacionados con la plasticidad de los individuos
(Ebbesson y Braithwaite, 2012; Johansen et al., 2012), aun queda mucho camino por
recorrer y aspectos importantes que pueden influir sobre los coping styles, como la
edad, el contexto social, nuevas condiciones en el entorno, etc., deberian ser

estudiados en el futuro.

En acuicultura, discriminar individuos proactivos y reactivos dentro de una
misma poblacién puede suponer una ventaja desde un punto de vista productivo.

Teniendo en cuenta que las caracteristicas propias de los diferentes coping styles son
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favorables en unos casos y perjudiciales en otros, se podrian disefiar ambientes de
cultivos especificos para cada personalidad, pudiendo aumentar de esta manera la
productividad. Ademas, el conocimiento de los coping styles puede facilitar el
entendimiento de la vulnerabilidad a enfermedades relacionadas con el estrés (Silva et
al., 2010), permitiendo tomar medidas correctoras para optimizar el cultivo. Por otro
lado, a la hora de llevar a cabo estudios sobre fisiologia de peces, una seleccion a priori
de los diferentes coping styles facilitaria la interpretacion de los datos al reducir la

dispersion dentro de la poblacién en estudio (Rey et al., 2016).
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Justificacion y objetivos

1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La acuicultura es una importante actividad econdmica que estd adquiriendo
cada vez mas relevancia debido a que las poblaciones naturales de especies
comerciales se estan viendo muy afectadas a causa de la actividad pesquera
incontrolada, de la contaminacion marina y de otros factores que podrian llevar a la
desaparicion de determinadas especies. En la actualidad, en Espafia son
fundamentalmente tres las especies de peces cultivadas integralmente a gran escala:
dorada, lubina y rodaballo, aunque en los ultimos anos el cultivo del atun rojo y la
corvina se van configurando como buenas opciones para la diversificacion de la
acuicultura (Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente. Plan

Estratégico Plurianual de la Acuicultura Espafiola 2014-2020).

Es evidente por tanto, la necesidad de una diversificacion de especies
cultivadas en el ambito de la acuicultura marina espanola. La acedia se presenta como
una firme candidata para la diversificacidn, ya que los estudios preliminares muestran
gue tiene un alto valor comercial y muy buena tasa de crecimiento (Herrera et al.,
2005, 2006, 2008). Ademas, la presidn a la que se ha visto sometida en los ultimos
afios ha originado un descenso en sus capturas (Sobrino et al., 1994; Jiménez et al.,

1998; Vilay Jiménez, 2002; IDAPES, Junta de Andalucia, 2016).

El principal problema para la diversificacién es la falta de investigacién que
posibilite el desarrollo zootécnico efectivo de la especie. Hasta el momento,
investigadores del centro IFAPA “Agua del Pino” han conseguido llevar a cabo la
reproduccion de este soleido en cautividad (Herrera, 2008), y se han realizado estudios
previos sobre parametros de cultivos como la osmolaridad y la densidad en
determinadas fases de su desarrollo (Herrera et al., 2009a,b). Sin embargo, aun queda
pendiente investigar muchos otros aspectos. En piscicultura, la densidad de cultivo y la
alimentacion son cuestiones clave (Valente et al., 2001; Bayarri et al., 2004; Sunuma et
al., 2007). Hasta el momento no se conocen los ritmos de actividad diaria de la acedia

(actividad locomotora y alimentaria) basicos para lograr que la alimentacion sea la
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adecuada, ni cudles de las estrategias de alimentacion mds empleadas en la acuicultura
(al azar o programada) origina menos estrés a esta especie. Por otra parte, aunque
existen trabajos previos que han estudiado el efecto de las densidades de cultivo en
juveniles, aun quedaria determinar qué densidades serian las éptimas en las demas
fases de cultivo y las consecuencias que generarian en ellas densidades extremas.
Ademas, a pesar de que la literatura mas reciente pone de manifiesto la importancia
de integrar las respuestas fisioldgicas y comportamentales al estrés para un mejor
entendimiento de su fisiologia y para la optimizacion del cultivo (mejoras en el
bienestar y la salud), hasta el momento nunca se ha investigado sobre este aspecto en
la acedia. Por consiguiente, es necesario resolver todas estas cuestiones para lograr

gue el cultivo de la acedia llegue a ser exitoso.

En este contexto, el Objetivo General de la presente Tesis Doctoral es estudiar
y desarrollar nuevos conocimientos acerca de la metodologia de cultivo de la acedia,
basandose principalmente en las respuestas fisioldgicas y de comportamiento al estrés

y su relacidén con las condiciones de cultivo.

Para la consecucion este Objetivo General, se plantean los siguientes

objetivos especificos:

1. Establecer las condiciones de cultivo (densidad y estrategia alimentaria)
mas adecuadas para la especie, teniendo en cuenta las respuestas fisioldgicas
relacionadas con el estrés y las variables zootécnicas clave (crecimiento y

supervivencia).

1.1. Evaluar los valores adecuados de densidad de cultivo.

1.2. Determinar los ritmos diarios de alimentacién y de actividad
locomotora de la acedia.

1.3. Evaluar la estrategia alimentaria adecuada mediante el ensayo de
tres modelos de alimentacion: autodemanda (A), programada nocturna (N) vy

programada diurna (D).
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2. Estudiar las respuestas al estrés relacionado con las condiciones de cultivo
mediante la integracion de la fisiologia y del comportamiento de acuerdo con el

concepto de coping style.

Estos objetivos se desarrollan en forma de cuatro capitulos experimentales
diferentes siguiendo la estructura de un articulo. A continuacion se enumeran dichos

capitulos y se detallan los objetivos de cada uno de ellos.

Capitulo 1. RESPUESTAS FISIOLOGICAS AL ESTRES EN EL DESARROLLO
LARVARIO DE LA ACEDIA Dicologlossa cuneata (MOREAU). El objetivo de este estudio
es estudiar la respuesta fisioldgica de las larvas de acedia sometidas a una situacion de
estrés por alta densidad de cultivo, y con ello determinar si los altos niveles de cortisol
descritos en juveniles son intrinsecos en esta especie o, si por el contrario, aumentan
progresivamente desde las etapas tempranas del desarrollo debido a las condiciones

de cautividad u otros factores de su cultivo.

Capitulo 2. ACTIVIDADES ENZIMATICAS METABOLICAS RELACIONADAS CON EL
ESTRES A ALTAS DENSIDADES DE CULTIVO EN LA ACEDIA (Dicologlossa cuneata). Este
estudio pretende determinar un indicador de estrés cronico para la acedia,
centrandose en los cambios en el sistema de respuesta al estrés y en el metabolismo
intermedio de la especie. Ademds se pretende estudiar los efectos de diferentes

densidades de cultivo sobre la biometria, la supervivencia y el estado fisioldgico.

Capitulo 3. RITMOS DE ACTIVIDAD DIARIA Y RESPUESTA AL ESTRES EN LA
ACEDIA (Dicologlossa cuneata MOREAU, 1881). El objetivo de este estudio es
determinar los ritmos diarios de alimentacion y de actividad locomotora de la acedia.
Ademas, se pretende realizar un estudio comparativo de la eficiencia alimentaria y la
respuesta relacionada con el estrés de tres estrategias de alimentacidén diferentes:

autodemanda, alimentacion programada diurna y alimentacién programada nocturna.
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Capitulo 4. IDENTIFICACION DE COPING STYLES Y SU ASOCIACION CON
ACTIVIDADES ENZIMATICAS DEL METABOLISMO ENERGETICO EN ACEDIAS
(Dicologlossa cuneata). En este estudio se pretende estudiar las respuestas integradas
(fisiologia y comportamiento) al estrés de la acedia en cautividad para la identificacidon
de diferentes coping styles y, posteriormente, detectar si existen entre ellos

diferencias en el metabolismo basal.
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CAPITULO 1

RESPUESTAS FISIOLOGICAS AL ESTRES EN EL DESARROLLO LARVARIO DE
LA ACEDIA Dicologlossa cuneata (MOREAU)

Los resultados obtenidos en este capitulo experimental estan publicados en el

articulo:

Herrera, M., Rodiles, A., Sanchez, B., Lopez, Juan M., De La Roca, E. (2016)
Physiological stress responses to captivity in early developmental stages of the
wedge sole Dicologoglossa cuneata (Moreau). Aquaculture Research 47, 732-740.

doi:10.1111/are.12531






Capitulos Experimentales. Capitulo 1

RESUMEN

Las respuestas al estrés en estadios tempranos de la acedia han sido estudiadas
para determinar si los altos niveles de cortisol descritos en juveniles estan presentes
desde estas etapas prematuras del desarrollo. Los contenidos de cortisol total en el
cuerpo, glucosa y lactato, asi como los pardmetros biométricos en larvas de acedia
fueron medidos a tres densidades de cultivo diferentes, durante 45 dias. La
supervivencia no varid significativamente entre los tratamientos. La densidad de
cultivo afecto significativamente a las variables relacionadas con el crecimiento y las
larvas a menores densidades de cultivo crecieron mas rapidamente. En el momento de
la eclosién, la concentracién de cortisol total en el cuerpo fue de 0.33 + 0.01 ng g’y
vario significativamente desde los 0 a los 30 dias después de la eclosion (DDE) para
cada densidad de cultivo, aunque los valores permanecieron estables durante el
tiempo restante excepto en el grupo sometido a baja densidad de cultivo. Estos niveles
hormonales aumentaron significativamente al final del experimento de manera
proporcional a la densidad de cultivo (5.17 + 2.43 ng g™ en baja densidad de cultivo y
22.10 + 4.95 ng g* en alta densidad de cultivo). Las concentraciones de glucosa vy
lactato en el cuerpo no variaron entre los tratamientos. Concluimos que las respuestas
al estrés debido a las altas densidades de cultivo de las larvas de acedia son
detectables a partir de 45 DDE y que la densidad de cultivo puede ser un factor de
estrés ya a esa edad. Como ya se ha descrito para la etapa juvenil, los valores de
contenido de cortisol en larvas de acedia bajo condiciones supuestamente no
estresantes (bajas densidades de cultivo) son uno de los mas altos entre los descritos
en la literatura. Estos valores elevados podrian ser consecuencia de las condiciones de

cautividad, aunque también podria tratarse de una caracteristica propia de la especie.

Palabras clave: cortisol, larva, alta densidad de cultivo, estrés, acedia.
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1.1 INTRODUCCION

El caracteristico comportamiento de la acedia de nadar por toda la columna
de agua como un pez peldgico y el hecho de que estudios preliminares sobre el cultivo
hayan registrado altas tasas de mortalidad, pueden estar intimamente relacionados
con los altos valores de indicadores fisiologicos de estrés, como por ejemplo el cortisol,
gue presenta dicha especie en cautividad (Herrera et al., 2008). Por todo ello, se
considera de gran importancia investigar sobre la fisiologia del estrés de D. cuneata
para asi determinar y desarrollar tecnologias de cultivo asociadas a una reduccién del

estrés y un aumento en la supervivencia.

Experimentos previos han demostrado que la acedia muestra sintomas de
estrés cuando se somete a ciertos agentes estresantes como shock osmatico y altas
densidades de cultivo (Herrera et al., 2009a,b). Sin embargo, estos trabajos han sido
realizados con los peces en estadio juvenil, por lo que hasta el momento no se poseen
datos sobre estos aspectos durante el cultivo larvario. Por ello, estudiar la respuesta al
estrés durante los primeros dias tras la eclosién proporcionaria una oportunidad para
intentar determinar si los elevados niveles basales de los indicadores de estrés en las
etapas posteriores son propios de la especie o si derivan de las condiciones de

cautividad.

Aunque en esos trabajos previos se midieron diferentes indicadores de estrés
(metabolitos y cortisol plasmaticos, sustratos energéticos en tejidos, etc.), las
variaciones de la hormona cortisol en plasma fueron consideradas las mas
importantes, debido a que el cortisol es un indicador fiable de estrés, especialmente
en casos de estrés agudo y en experimentos a corto plazo (Wendelaar Bonga, 1997;
Pickering, 1998; Salas-Leiton et al., 2008; Herrera et al., 2009b; Vargas-Chacoff et al.,
2011). Aunqgue la concentracidn de esta hormona es usualmente analizada en sangre
(plasma/suero), cuando los peces son demasiado pequefios para proporcionar la
cantidad de sangre necesaria para el andlisis, se utilizan otro tipo de métodos. En estos
casos se mide la concentracion de cortisol total en el cuerpo, proporcionando asi

informacién relevante sobre la fisiologia de peces de pequeno tamano o de larvas

44



Capitulos Experimentales. Capitulo 1

(Ramsay et al., 2006; Sink et al., 2007; Peterson y Booth, 2010). Esta metodologia ha
sido aplicada con éxito en varios trabajos, tanto para obtener informacién sobre la
formacién y desarrollo de componentes del sistema endocrino como para evaluar la
respuesta al estrés en larvas en diferentes condiciones (King y Berlinsky, 2006;
Simontacchi et al., 2009; Bertotto et al., 2011; Pavlidis et al., 2011; Wunderink et al.,
2012). Sin embargo, los peces planos (pleuronectiformes) apenas han sido objeto de
este tipo de trabajos. Solamente la platija japonesa Paralichthys olivaceus (Temminck y
Schlegel) y el lenguado senegalés Solea senegalensis (Kaup) han sido analizados para
determinar los cambios en el cortisol y otros parametros fisiolégicos durante el

desarrollo larvario (De Jesus et al., 1991; Bolasina et al., 2006; Wunderink et al., 2012).

El objetivo de este trabajo es estudiar la respuesta fisioldgica de las larvas de
acedia sometidas a una situacion de estrés por alta densidad de cultivo, con el fin de
determinar si los altos niveles de cortisol descritos en juveniles estan presentes desde
las etapas tempranas del desarrollo. Esto serviria para esclarecer si estos valores de
indicadores de estrés son intrinsecos en esta especie, siendo ya altos justo después de
la eclosidn, o si por el contrario aumentan progresivamente debido a condiciones de

cautividad estresantes u otros factores de su cultivo.

1.2. MATERIALY METODOS

1.2.1. Crialarvaria

Las larvas de acedia fueron obtenidas del stock de reproductores del Centro
IFAPA Agua del Pino (Cartaya, Espafia) y se siguieron los métodos de cultivo descritos
para esta especie (Herrera et al., 2008). Tras la puesta, las larvas (aproximadamente
50000 individuos) fueron cultivadas en tanques cilindrocénicos de 70 L (Figura 1.1),
manteniendo un volumen total de 45 L cada uno. La técnica de "aguas verdes" se
utiliz6 mediante la adicién diaria de microalgas de Nannochloropsis sp. (EasyAlgae®,

Fitoplancton Marino, Cadiz, Spain), a 300 mg tanque™.

45



Tesis Doctoral

Figura 1.1. Tanque cilindrocdnico de cultivo larvario con “aguas verdes”.

El agua de mar (sistema abierto) era filtrada a 1 um vy esterilizada con luz
ultravioleta (>32 mV cm™), y la temperatura se mantuvo a 192 C durante todo el
cultivo larvario (19.6 £ 0.9°C; media * SEM). En cada tanque se aplicd aireacion
mediante piedras porosas, asegurando una tasa de oxigeno disuelto de mas de 5 mg L™
(8.6 + 0.1 mg L'"). La calidad del agua fue comprobada semanalmente mediante kits de
Spectroquant (MERCK, Darmstadt, Germany), manteniendo los siguientes valores por
cada tanque experimental (mg L?): amoniaco no ionizado <0.001; amoniaco total
<0.04; nitrito total <0.02; nitrato total <0.03. El pH (7.75 £ 0.02) y la salinidad (34.5 £
0.31) fueron monitorizados mediante sensores multiparamétricos. La renovacion diaria
del agua fue del 85% hasta 15 dias después de la eclosidon (DDE). Posteriormente se
cambio al 170% hasta el final del experimento (45 DDE). El fotoperiodo fue natural, con

una intensidad luminosa de 500-1000 lux.

Se ensayaron tres densidades de cultivo (DC) diferentes, con tres réplicas por
tratamiento: 30, 60 y 120 larva L™ [baja densidad de cultivo (BDC), media densidad de
cultivo (MDC) y alta densidad de cultivo (ADC), respectivamente]. Las larvas fueron
ubicadas en tanques de incubacién (0 DDE) y se cultivaron durante 45 dias a las
densidades anteriores. El esquema de alimentacion, mostrado en la Figura 1.2,
garantizo la alimentacion ad libitum para todas las densidades ensayadas (Herrera

2008), y los tanques fueron monitoreados diariamente para asegurar que las larvas
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permanecieran vivas en ellos. Los experimentos cumplieron las Directrices del Consejo
de la Unién Europea (2010/63 / EU) y del Gobierno espafiol (RD1201 / 2005, RD53 /

2013y 32/2007) para el uso de animales de laboratorio.

I COMIDA INERTE (ad libitum)

21 4 i 4

25 ARTEMIA {art/mL)
[15 | 20 20 775
ROTIFERO {rot/mL)
4] 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Q
Q2
]

Figura 1.2. Esquema de alimentacion para el experimento. Adaptado de Herrera (2008).

1.2.2. Muestreos

Las larvas fueron muestreadas a los 0, 30 y 45 DDE, para analizar el contenido
de cortisol y metabolitos. El muestreo inicial (0 DDE) fue llevado a cabo con un lote de
larvas procedentes del tanque de incubacién utilizadas exclusivamente con ese
propdsito. Los datos biométricos (peso y longitud) fueron registrados Unicamente a los

0y 45 DDE.

Las larvas fueron recogidas desde los tanques de cultivo, sacrificadas con una
sobredosis de anestésico (1 mL L™ de 2-fenoxietanol) y secadas con papel absorbente.
Se agruparon (aproximadamente 100, 10, 3 larvas/lote para 0, 30 y 45 DDE) y se
colocaron en tubos Eppendorf a -802C hasta su posterior analisis. Para la evaluacion de
la longitud, 15-20 larvas de cada tanque fueron medidas en el microscopio (2x—8x)
mediante el programa de analisis de imagen Nikon Digital Sight® DS-L1 (Nikon
Instruments Europe B.V., Amsterdam, Netherlands). El peso corporal fue determinado
con una balanza de precisién, después de secar cada larva con papel absorbente. La
supervivencia final fue calculada analizando las fotografias de los tanques tomadas al

final del experimento, después de detener la aireacidén y el flujo de aire. Las larvas

47



Tesis Doctoral

fueron contadas en la imagen usando el programa de imagen mencionado
anteriormente. La tasa de crecimiento especifico (SGR) y el factor de condicién (K)

fueron calculados segun las siguientes férmulas:
SGR (% dia™) =100 - (In P-In P,) - t™
K=PC-LT?

donde Psy P, son la media de los pesos final e inicial; PCy LT, peso corporal individual y

longitud total; y t, tiempo (dias).

1.2.3. Anadlisis de metabolitos y cortisol

Cada lote de larvas para la determinacién de glucosa y lactato fue pesado y
homogeneizado mediante sonicacion en frio con 0.6 N acido perclérico (7.5 veces el
peso de la muestra), neutralizado en la misma proporcién (usando 1 M de bicarbonato
potasico) y centrifugado (3 minutos a 10000 g, Eppendorf 5415R), y el sobrenadante
fue usado para el analisis. Los niveles de glucosa y lactato tisular fueron medidos
usando kits comerciales de Quimica Analitica Aplicada S.A. (QCA Glucosa liquida Ref.
998225, Tarragona, Espafia) y Spinreact (Lactato Ref. 1001330, Barcelona, Espana)
adaptados a microplacas de 96 pocillos (Herrera et al., 2009b). Los valores de cortisol
total en cuerpo fueron cuantificados mediante un kit ELISA (EA65, Oxford Biomedical
Research, Rochester Hills, MI, USA) modificado y adaptado para peces (Herrera et al.,
2015). Previamente, los lotes de larvas fueron pesados, homogeneizados mediante
sonicador con tampdn PBS (pH 7.4; 2 uL mg™), y mezclados con dietil éter (10 pL mg™).
Después de la decantacidn, el sobrenadante fue trasladado a otro tubo y el dietil éter
evaporado con gas nitrogeno. A continuacion, la sustancia restante se diluyd (1:6) con
un tampon de extraccion suministrado por el fabricante del kit y se usd para la

determinacion espectrofotométrica final con el kit ELISA.
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1.2.4. Analisis estadistico

Los datos estan representados como media + error estdndar de la media
(SEM). La normalidad y la homocedasticidad se verificaron por medio de las pruebas
de Shapiro-Wilk y Levene respectivamente. Los datos no normales fueron
transformados mediante la transformacion Box-Cox. Para cada tiempo de muestreo,
las diferencias entre los grupos a diferentes DC (P<0.05) se analizaron mediante una
ANOVA de una via cuando se cumplieron los criterios de normalidad vy
homoscedasticidad. En los casos de no normalidad y heteroscedasticidad, se utilizé el
test de Kruskal-Wallis para analizar los datos. La diferencia entre edades dentro de una

misma densidad se detecté mediante una t-Student para muestras pareadas.

1.3. RESULTADOS

La SGR, el factor de condicién (K), y el peso y longitud final fueron diferentes
entre los tratamientos (P<0.001), siendo las larvas sometidas a la DC mas baja las que
crecieron mas rapidamente (Tabla 1.1). Sin embargo, la supervivencia no difirié

significativamente entre los tratamientos.

BDC MDC ADC

Longitud total (cm) 2.19+0.09° 1.73+0.06" 1.36+0.05 ©

Peso (g) 0.11+0.01°  0.05+0.00° 0.02+0.00°
SGR (% dia™) 4.78+0.10° 4.28 +0.07° 3.77 £0.08°
K 0.84+0.03® 0.80+0.02° 0.91+0.04°
Supervivencia (%) 6.59 £+ 1.32 7.76 £ 1.06 6.18 £ 0.57

Tabla 1.1. Datos biométricos y tasa de supervivencia al final del
experimento; media + SEM (n=3 para supervivencia, y n=45-60 para el
resto). Diferentes letras en superindices indican diferencias significativas
(p<0.05).

Justo tras la eclosion (0 DDE), el peso medio y la longitud de las larvas fueron
0.24 + 0.01 mgy 2.43 + 0.05 mm, respectivamente. La concentracion de cortisol total
en el cuerpo fue de 0.33 + 0.01 ng g . Este pardmetro aumenté significativamente
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desde los 0 a los 30 DDE para cada densidad de cultivo (Gréfica 1.1). Durante el tiempo
restante no cambid significativamente en MDC y ADC, pero si en BDC, donde se

observd una reduccion significativa.

Al final del experimento (45 DDE), los niveles hormonales fueron
significativamente mas elevados en ADC que en BDC (22.1+4.95ngg ™, 5.17 + 2.43 ng

g '1, respectivamente).

40
35 — AB 8

30 — a b b a b b
25 —
20 —
15 — a

10 —

Cortisol (ng g™)

54

0.4 —

0.2 —

BDC MDC ADC

Grafica 1.1. Contenido de cortisol total en el cuerpo en larvas de acedia. Los valores se expresan como
media + SEM (n=8) para las diferentes densidades de cultivo: baja (BDC), media (MDC) y alta (ADC)
densidad de cultivo. Las barras celestes, azules y azules marino son para 0, 30 y 45 DDE,
respectivamente. Las letras minusculas indican diferencias entre edades para cada densidad de cultivo.
Las letras mayusculas indican diferencias entre densidades de cultivo para cada edad.

El contenido de glucosa varid significativamente desde los 0 a los 30 DDE en
las diferentes densidades (Grafica 1.2), y continud variando solo para MDC, con valores
mas bajos al final del experimento. Sin embargo, no se encontraron diferencias entre

los tratamientos para este metabolito.

El patrén de variacion de la concentracién de lactato fue similar para todas las
densidades de cultivo (Gréfica 1.3), incrementando significativamente con el tiempo

aunque, como anteriormente, no se encontraron diferencias entre los tratamientos.
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Grafica 1.2. Contenido de glucosa en larvas de acedia. Los valores se expresan como media + SEM (n=8)
para las diferentes densidades de cultivo: baja (BDC), media (MDC) y alta (ADC) densidad de cultivo. Las
barras verdes claro, verdes medio y verdes oscuro son para 0, 30 y 45 DDE, respectivamente. Las letras
minusculas indican diferencias entre edades para cada densidad de cultivo.

0.2

0.15 —
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o
\

0.056 —

BDC MDC ADC

Grafica 1.3. Contenido de lactato en larvas de acedia. Los valores se expresan como media + SEM (n=8)
para las diferentes densidades de cultivo: baja (BDC), media (MDC) y alta (ADC) densidad de cultivo. Las
barras amarillas, naranja claro y naranja oscuro son para 0, 30 y 45 DDE, respectivamente. Las letras
minusculas indican diferencias entre edades para cada densidad de cultivo.
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1.4. DISCUSION

Esta descrito que la alta densidad de cultivo es un estresor comun para
muchas especies de peces, y que los peces que sufren estrés por altas densidades de
cultivo son propensos a sufrir patologias, ademas de mostrar generalmente un
crecimiento lento y bajas tasas de supervivencia (Ellis et al., 2002; Sangiao-Alvarellos et
al., 2005b; Bjornsson y Olafsdéttir, 2006; Papoutsoglou et al., 2006; Sammouth et al.,
2009; Santos et al.,, 2010). Sin embargo, esos descubrimientos estdn basados en
experimentos con adultos o juveniles de peces pelagicos. Existen algunos trabajos
sobre el efecto de diferentes densidades en larvas en los que se han observado tanto
efectos negativos como no variaciones en el crecimiento y la supervivencia de éstas.
Por ejemplo, en larvas de lubina Dicentrarchus labrax L. y de bacalao atlantico Gadus
morhua L., el crecimiento y la supervivencia no se vieron afectados por la densidad de
cultivo (Hatziathanasiou et al., 2002; Alver et al., 2007). Sin embargo, tanto en larvas
de lucioperca Sander lucioperca L. como de mojarra mexicana Cichlasoma
urophthalmus (Gunther) se vieron afectados negativamente por el incremento de las
densidades de cultivo (Szkudlarek y Zakés, 2007; Jiménez-Martinez et al., 2009). En
peces planos, Bolasina et al. (2006) encontraron bajas tasas de crecimiento y
supervivencia en larvas de platija japonesa cultivadas a altas densidades. En nuestro
estudio, aunque la tasa de supervivencia permanecié invariable, la SGR disminuyo
significativamente con el aumento de la densidad de cultivo, lo que podria estar

relacionado con una respuesta al estrés debido a esta situacion.

El estrés provoca una modificacion de las vias metabdlicas energéticas y un
aumento en el consumo de las reservas de energia para hacer frente a las situaciones
adversas y recuperar asi la homeostasis. Se ha observado que el cortisol desempefia un
papel clave en el metabolismo energético (Barton y Iwama, 1991; Wendelaar Bonga,
1997; Pickering, 1998, Mommsen et al., 1999), por ello, es ampliamente aceptado
como indicador de estrés en peces (Wendelaar Bonga, 1997). La respuesta del cortisol
en nuestro estudio podria estar relacionada con la movilizacién de sustratos

energéticos para hacer frente al estrés.
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Sin embargo, hasta la fecha han sido pocos los trabajos que han tratado sobre
el contenido de cortisol en las larvas de peces y principalmente se han enfocado en el
desarrollo endocrino y no en efectos metabdlicos (Barry et al., 1995; Jentoft et al.,
2002; Deane y Woo, 2003; Szisch et al., 2005; Alsop y Vijayan, 2008; Applebaum et al.,
2009; Pavlidis et al., 2011). Estos estudios han demostrado que el incremento del
cortisol total en el cuerpo y la activacion del eje hipotdlamo-pituitaria-interrenal (HPI)
tras una situacion de estrés son detectables desde dias hasta semanas después de la
eclosion, dependiendo de la especie. Sin embargo, las respuestas fisioldgicas de las
larvas a los estresores relacionados con las condiciones de cultivo se han estudiado
solo en la lubina, el bacalao, el esturion blanco Acipenser transmontanus (Richardson)
y la platija japonesa (Bolasina et al., 2006; King y Berlinsky, 2006; Simontacchi et al.,
2009; Bertotto et al., 2011). En estos trabajos, la concentracion de cortisol total en el
cuerpo aumentd después de someter a las larvas a diferentes agentes estresantes:
densidad de cultivo (Bolasina et al., 2006), captura/clasificado (King y Berlinsky, 2006),
shock térmico (Bertotto et al., 2011) y flujo de agua turbulenta (Simontacchi et al.,
2009). En nuestro estudio, se identificaron aumentos de cortisol a los 45 DDE debido al
estrés por altas densidades de cultivo, pero no se detectd ningun efecto por este
estresor en larvas de 30 DDE. Por lo tanto, las respuestas al estrés en las larvas de

acedia debido a ADC fueron detectables a partir de 45 DDE.

En nuestro experimento hubo dos tipos de respuestas al estrés (lwama et al.,
2006): primaria (incremento de cortisol) y terciaria (bajo crecimiento). La secundaria
no fue detectada, ya que los niveles de glucosa y lactato permanecieron constantes
entre las diferentes densidades de cultivo. Esto podria deberse a una respuesta
homeostatica en los niveles de glucosa y lactato para hacer frente al gasto energético
adicional de los individuos sometidos a estrés por altas densidades de cultivo. Esta
situacion obligaria a los peces a movilizar mas cortisol, alcanzando un estado alostatico
en MDC y ADC (McEwen y Wingfield, 2003). Este estado (y un mayor contenido de
cortisol) aumentaria la produccién, la movilizacién y el gasto de metabolitos
energéticos (principalmente glucosa y lactato), que se utilizarian para hacer frente a la
situacidn estresante en lugar de crecer. Posiblemente por estas razones, los niveles de

glucosa y lactato no variaron entre los tratamientos. Al igual que el cortisol, estas
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sustancias se consideran buenos indicadores plasmaticos de estrés en peces
(Wendelaar Bonga, 1997, Iwama et al., 2006), aunque hasta el momento no se habian
evaluado en homogeneizados de larvas. Ciertamente, los resultados obtenidos en este
trabajo indican que el contenido total en cuerpo de glucosa y lactato no son
indicadores de estrés muy adecuados para evaluar el efecto de la densidad de cultivo
durante el desarrollo larvario en la acedia, ya que se detectaron pocas variaciones (en
su mayoria aumentos), posiblemente debido a la acumulacién progresiva
(probablemente en higado y musculo) de estos sustratos energéticos mientras que las

larvas se desarrollaron normalmente.

La acedia presenta altos valores de cortisol plasmatico para condiciones
supuestamente no estresantes (Herrera et al., 2009a,b). Sin embargo, esta especie no
mostré un alto contenido de cortisol total en el cuerpo al eclosionar (Tabla 1.2). Todas
las especies estudiadas mostraron valores superiores a excepcion de la lubina que
presentd valores mas bajos (Pavlidis et al., 2011). No obstante, esta tendencia cambié
a medida que las larvas crecian, alcanzando valores muy altos de cortisol a los 30 DDE,
siendo éstos superados Unicamente por los de la lubina (Pavlidis et al., 2011). En este
sentido, los valores de cortisol en las larvas de acedia no estresadas son mayores que
los de la mayoria de las especies de peces, como se observd en fases no larvarias
(Herrera et al., 2009b). Por tanto, los altos valores de cortisol de esta especie en
cautividad estan presentes desde la fase larvaria. Todavia no se ha establecido cuando
la larva de la acedia tiene un eje HPI funcional, aunque es muy probable que esto
ocurra a los 2 DDE, cuando la mayoria de sus drganos se desarrollan completamente

(Herrera et al., 2010).

En resumen, se podria concluir que las respuestas al estrés de las larvas de
acedia son detectables a partir de los 45 DDE y que la densidad de cultivo puede ser un
agente estresante ya en esa edad. Por otra parte, como ya se describidé para la etapa
juvenil, los valores de contenido de cortisol en larvas de acedia en condiciones
supuestamente no estresantes estan entre los mas altos de los descritos en la
literatura. Las condiciones de cautividad podrian ser responsables de esta situaciéon

aparentemente estresante, aunque no sabemos si esos valores son normales en
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ejemplares silvestres. Seria necesario llevar a cabo mas estudios para dilucidar esta

cuestion.
Cortisol total en el cuerpo (ng g™ )
Especie . Referencia
Eclosion Fase larvaria
Gadus morhua 5-6 (corticosteroid) - King y Berlinsky (2006)
Ictalurus punctatus 30-35 - Peterson y Booth (2010)
1-2 - Bertotto et al. (2011)
Dicentrarchus labrax
0.11-0.13 46-48 (27 DDE) Pavlidis et al. (2011)
Acipenser transmontanus 2.7-4.7 (1 DDE) 3.4-4.6 (35 DDE) Simontacchi et al. (2009)
Acipenser fulvescens 5-10 (1-2 DDE) 6-7 (31 DDE) Zubair et al. (2012)
Paralichthys olivaceus - 2.5-3 (25 DDE) Bolasina et al. (2006)
Dicologlossa cuneata 0.32-0.34 9-12 (30 DDE) Este estudio

1 . . .
Los rangos en la fase larvaria representan los valores entre situaciones no estresante y estresante.

Tabla 1.2. Contenido de cortisol total en el cuerpo de algunas larvas de peces descrito en la literatura.
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RESUMEN

En este trabajo, se ha evaluado el efecto de diferentes densidades de cultivo
sobre la biometria, supervivencia y estado fisiolégico de la acedia (Dicologlossa
cuneata), centrandose en los cambios en el sistema de estrés y metabolismo
intermedio, con el objetivo de determinar un indicador de estrés para situaciones de
estrés cronico en esta especie. Las acedias se mantuvieron en tres densidades de
cultivo diferentes (0.2, 0.4 y 0.8 kg m>) durante 197 dias, y se evaluaron la
supervivencia, el crecimiento, los metabolitos plasmaticos, el cortisol y las actividades
enzimaticas. Las tasas de supervivencia mas altas tuvieron lugar a baja densidad,
aunque el crecimiento no varid significativamente entre los tratamientos. Las
actividades enzimaticas, principalmente en el musculo, variaron dependiendo de la
densidad de cultivo. En el higado, los niveles mas elevados de la actividad hexoquinasa
se observaron en los peces mantenidos en baja densidad de cultivo mientras que no se
detectaron diferencias para las otras enzimas analizadas. En el musculo, todas las
enzimas aumentaron significativamente su actividad a altas densidades de cultivo.
Concluimos que el cultivo a largo plazo a alta densidad alterd significativamente las
actividades enzimaticas (hexoquinasa, glutamato deshidrogenasa, gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa y lactato deshidrogenasa) en el musculo de la acedia, aunque
las enzimas hepaticas, el cortisol plasmatico y los metabolitos no variaron
significativamente. Por lo tanto, las enzimas musculares, hexoquinasa y glutamato
deshidrogenasa, podrian ser considerados indicadores de estrés en situaciones de

estrés cronico para esta especie.

Palabras clave: estrés a alta densidad de cultivo, actividad enzimatica, metabolismo

energético, acedia.
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2.1. INTRODUCCION

En peces planos, la estimulacion del sistema de estrés implica unas respuestas
primaria, secundaria y terciaria, mientras que el metabolismo intermedio se activa
para restablecer la homeostasis (Wendelaar Bonga, 1997; Iwama et al., 2006). El papel
del cortisol en el metabolismo intermedio ya ha sido descrito (Mommsen et al., 1999),
sin embargo, la importancia relativa de cada via metabdlica o actividad enzimatica bajo
diferentes condiciones de estrés permanece incierta. La mayoria de los estudios sobre
el estrés y el metabolismo se basan en el analisis de metabolitos de tejidos/plasma,
pero no lo hacen sobre mediciones de actividad enzimatica (Montero et al., 1999;
Sangiao-Alvarellos et al.,, 2005; Santos et al., 2010). Aunque Ia
acumulacién/disminucion de los metabolitos en tejido y en plasma proporciona una
valiosa informacién sobre el consumo de energia durante el estrés, no es posible
identificar las vias metabdlicas implicadas en este proceso a menos que se analicen las
actividades enzimaticas. Ademas, la conexidon entre los andlisis plasmaticos y
enzimaticos aporta una mejor comprension de la capacidad de los tejidos a la hora de

exportar/importar metabolitos en una situacién de estrés.

Aunque los parametros plasmaticos tales como la glucosa, el lactato y el
cortisol son buenos indicadores de estrés bajo condiciones de estrés agudo y/o en
situaciones a corto plazo (Herrera et al., 2009a,b, 2012; Vargas-Chacoff et al., 2011), a
menudo no varian en situaciones de estrés crénico (Ellis et al., 2002; Sammouth et al.,
2009; Santos et al., 2010; Herrera et al., 2012). Este hecho puede deberse a que las
situaciones de estrés crénico pueden inducir la inhibicion de la respuesta al estrés
endocrino causada por una hiporregulacion de la hormona adrenocorticotropa y/o los

receptores del cortisol (Wendelaar Bonga, 1997; Santos et al., 2010).

Existen muy pocos trabajos que hayan evaluado las actividades enzimaticas en
peces planos en condiciones adversas y la mayoria de ellos se han centrado en la
osmorregulacién, en procesos relacionados con la alimentacidn (por ejemplo,
inanicién, re-alimentacién) o una combinacion de ambos estresores (Harvis y

Ballantyne, 2003; Sangiao-Alvarellos et al., 2003; Kirchner et al., 2005; Sangiao-
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Alvarellos et al., 2005; Polakof et al., 2006). Sélo Sangiao-Alvarellos et al. (2005) han
estudiado los efectos de la densidad de cultivo sobre el metabolismo de carbohidratos
en la dorada (Sparus aurata), aunque éste no fue un experimento de larga duracion,
por lo que no se considerd una situacion de estrés cronico. Por lo tanto, no existen
hasta el momento estudios a largo plazo sobre como la densidad de cultivo afecta a la
actividad enzimatica en especies del orden Pleuronectiformes. Sin embargo, la
expresion génica de algunas enzimas ha sido descrita como indicadores de estrés
cronico en algunos peces expuestos a toxinas (Almeida et al., 2002; Albertsson et al.,

2007; Smith et al., 2007).

La acedia (Dicologlossa cuneata) es un pez plano que presenta un
comportamiento muy activo en cautividad, nadando continuamente en el tanque y
mostrando altos valores basales de cortisol (Herrera, 2008). Basandonos en su cultivo
experimental llevado a cabo en el Centro IFAPA “Agua del Pino”, podriamos
considerarla como una especie potencial para la acuicultura debido a su alta tasa de
crecimiento y fecundidad. En experimentos de corta duracion con juveniles de acedia,
éstos presentaron estrés producido por alta densidad de cultivo, aunque este estresor
no fue tan significativo como el shock osmético (Herrera et al., 2009a,b). En ambos
trabajos, los efectos de los estresores no afectaron en ningun caso al crecimiento y la
supervivencia, debido principalmente a la corta duracion de los ensayos. Ademas, no
se evaluaron las actividades enzimaticas, por lo que las principales vias metabdlicas

bajo situaciones de estrés no pudieron ser claramente identificadas.

En el presente estudio se han evaluado los efectos de diferentes densidades
de cultivo sobre la biometria, la supervivencia y el estado fisiolégico de la acedia (D.
cuneata), centrandose en los cambios en el sistema de respuesta al estrés y en el
metabolismo intermedio, con el objetivo de determinar un indicador de estrés cronico

para esta especie.
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2.2. MATERIALY METODOS

2.2.1. Condiciones experimentales

Los peces (peso: 0.21 + 0.02 g; longitud total: 5.76 £ 0.21 cm) procedentes de
puestas del stock de reproductores salvajes del IFAPA Agua del Pino (Cartaya, Espafia),
fueron distribuidos en tanques de propileno de 50 L (superficie 0.2 m?, altura 25 cm)
durante 197 dias (3 réplicas por densidad de cultivo). Las densidades de cultivo
experimentales (DC) fueron 250 (0.2), 500 (0.4), y 1000 (0.8) peces m (kg m'3); BDC,
MDC y ADC respectivamente. El agua fue filtrada a 1 um y esterilizada con UV,
manteniendo el oxigeno disuelto por encima de 5 ppm por medio de piedras porosas.
La calidad del agua de cultivo fue medida semanalmente mediante los kits comerciales
Spectroquant (MERCK, Darmstadt, Alemania), manteniendo los siguientes valores en
cada tanque experimental (mg L'™): amonio total <0.04; nitrito total <0.02; nitrato total
<0.03. El pH (7.75 £ 0.02) y la salinidad (34.5 + 0.31), que fueron monitorizados a través
de sensores multiparamétricos. Los especimenes fueron mantenidos a una
temperatura constante (19-20°C) y un fotoperiodo natural (latitud 372 12’ N; Octubre-
Mayo) y fueron alimentados ad libitum con piensos comerciales para peces (Gemma®,
Skretting, Burgos, Espana: 50% proteina, 20% lipidos) cuatro veces al dia. La racién (1-
3% de la biomasa del tanque) fue ajustada diariamente, dependiendo de la comida

sobrante en los tanques.

Los experimentos cumplieron las Directrices del Consejo de la Unién Europea
(2010/63 / EU) y del Gobierno espafiol (RD1201 / 2005, RD53 / 2013 y 32/2007) para el

uso de animales de laboratorio.

2.2.2. Metodologia de muestreo

Para el muestreo biométrico (dias 0, 22, 38, 55, 90, 120, 155 y 197), los peces
fueron anestesiados con 0.2 mL L' de 2-fenoxietanol y se determiné el peso y la

longitud total. Debido a que la acedia es muy sensible a la manipulacién y al muestreo
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(Herrera, 2008), no se realizd ningin muestreo intermedio de tejido y/o sangre. La
supervivencia se registré diariamente durante la limpieza del tanque. Al final del
experimento, los especimenes (n=20 por tratamiento) fueron extraidos de los tanques
y sacrificados con una sobredosis de anestésico (1 mL L™ de 2-fenoxietanol) para llevar
a cabo la toma de muestras. El tiempo entre la captura y la muerte de los peces fue
inferior a 1 minuto. La sangre se recogio por puncion del pedidnculo caudal en jeringas
heparinizadas de 1 ml (25000 unidades de heparina de amonio/3 ml de solucién salina
al 0.9% de NaCl, Sigma, Aldrich, Madrid, Espafia, H6279). El plasma fue separado de las
células sanguineas por centrifugacion (3 minutos, 10000 g, 49C), se congeld
instantdneamente en N; liquido y se almacend a -802C hasta el posterior analisis de los
parametros metabdlicos (glucosa, lactato, triglicéridos y proteinas) y hormonales

(cortisol).

El higado de cada pez (Figura 2.1), extraido y pesado para calcular el indice
hepatosomatico (IHS), se congeld en N, liquido y se almacend a -80 ° C hasta el analisis.
Se extrajeron muestras de musculo de la regiéon dorsal, entre las aletas dorsal y
pectoral (por encima de la linea lateral) del lado ocular y se congelaron y almacenaron
siguiendo el mismo procedimiento empleado para las muestras hepaticas. Se
calcularon las siguientes variables biométricas: tasa de crecimiento especifico (SGR),

indice hepatosomatico (IHS) y factor de condicién (K):
SGR (% dia™) =100 - (In P¢- In Po) - t™
K=PC-LT?

IHS = 100 - (PH x PC’?)

donde Psy P,son la media de los pesos final e inicial (por tanque), t el tiempo (dias), PH

el peso individual del higado y PC y LT el peso corporal individual y la longitud total.
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Figura 2.1. Extraccién de higado de juvenil de acedia.

2.2.3. Analisis plasmatico

Los niveles de glucosa plasmatica, lactato y triglicéridos se midieron utilizando
kits comerciales de Spinreact (Glucosa-HK Ref. 1001200, Lactato Ref. 1001330,
Triglicéridos Ref. 1001310) adaptados a microplacas de 96 pocillos. Las proteinas
plasmdticas se determinaron en muestras de plasma diluido 1:5 con el kit QCA Total
Proteins (Quimica Clinica Aplicada S.A., Barcelona, Espafa). Todos los ensayos se
realizaron con un lector de microplacas Tecan Sunrise, utilizando el software Magellan

v2.5 para Windows (Tecan Austria, Salzburg, Austria) (Figura 2.2).

Los niveles plasmaticos de cortisol se cuantificaron usando un kit ELISA (EA65,
Oxford Biomedical Research, MI, EE.UU.) modificado y adaptado para peces. El cortisol
se extrajo de 20 pl de plasma en 200 pl de éter dietilico. El limite inferior de deteccion
(81% de unién) fue de 0.1 ng mL™ de plasma. El coeficiente de variacién inter-ensayo
fue del 9.8%, mientras que el coeficiente medio de variacion intra-ensayo fue del 4.6%.
El porcentaje medio de recuperacion fue del 90%. La linealidad se comprobd mediante
una serie de diluciones obtenidas a partir de una muestra de plasma conocida (10 ng
mL™) en plasma desprovisto de cortisol: previamente incubadas durante 24 horas con
carbdn activo (C5385, Sigma Chemical, St Louis, MO, EE.UU.), centrifugadas vy filtradas.
El coeficiente de correlacién entre el cortisol tedrico (calculado a partir de las
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diluciones) y medido fue 0.970. Las principales reactividades cruzadas (>1%, dadas por
el proveedor) fueron detectadas con prednisolona (47.4%), cortisona (15.8%), 11-
desoxicortisol (15%), prednisona (7.8%), 6-B-hidroxicortisol (1.37%), 17-

hidroxiprogesterona (1.36%) y corticosterona (4.81%).

|

Figura 2.2. Lector de microplacas Tecan Sunrise.

2.2.4. Evaluacion de la actividad enzimatica

Los tejidos utilizados para la evaluacion de las actividades enzimaticas
(musculo e higado) se homogeneizaron por sonicacion con 10 voliumenes de solucién
tampdn que contenia 50 mmol L™ de HCI (pH 7.5), 15 mmol L* de 2-mercaptoetanol,
100 mmol L* de KF, 5 mmol de L* de EDTA, 5 mmol de L EGTA y un coéctel inhibidor
de proteasa (Sigma Aldrich, Madrid, Espafia, P-2714). El homogeneizado se centrifugo
(30 minutos a 10000 g, Eppendorf 5415R) y el sobrenadante se utilizd en los ensayos
enzimaticos. Las actividades enzimaticas se determinaron utilizando un
espectrofotdmetro (PowerWave™ 340, BioTek Instruments, Winooski, VT, EE.UU.) con
el Software de Anadlisis de Datos KCjunior para Microsoft® Windows XP. Las
velocidades de reaccién de las enzimas se determinaron por cambios en la absorbancia
de NAD(P)H a 340 nm. Las reacciones se iniciaron mediante la adicion de
homogeneizados (15 pL) a una concentracién de proteina preestablecida, omitiendo el
sustrato en pocillos de control (volumen final de 275-295 plL) y permitiendo que las
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reacciones prosiguieran a 252C durante unos tiempos preestablecidos (5-15 minutos).
Los niveles de proteina se ensayaron por triplicado como en las muestras de plasma.
Los analisis enzimaticos se realizaron bajo condiciones que cumplian los requisitos para
velocidades dptimas, segun Arjona et al. (2009). Las condiciones especificas para las
mediciones de las actividades de hexoquinasa (HK; EC 2.7.1.11), glutamato
deshidrogenasa (GDH; EC 1.4.1.2), gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH; EC
1.1.1.8) y lactato deshidrogenasa (LDH; EC 1.1.1.27) fueron las descritas en la
bibliografia (Sangiao-Alvarellos et al., 2003; Sangiao-Alvarellos et al., 2005; Polakof et
al., 2006; Laiz-Carrion, 2004; Polakof, 2008; Vargas-Chacoff et al., 2009). En resumen,
las soluciones de incubacién y sustratos (todos ellos fueron adquiridos en Sigma

Chemical) se presentan en la Tabla 2.1.

ENZIMAS SOLUCION DE INCUBACION SUSTRATO

Imidazol 50 mM (pH=8)
MgCI2 5 mM
NADP 0.15 mM
ATP 1 mM

HK Glucosa 5 mM

Imidazol 50 mM (pH=7.8)
Acetato de amonio 250 mM - -
GDH NADH 0.1 mM Acido a-cetoglutarico 0.5 mM

ADP 1 mM

Imidazol 50 mM (pH=8.5)

DADP 2.5 mM, Acido lactico 2.95 mM

LDH

Imidazol 50 mM (pH=7.6)

G3PDH NADH 0.15 mM

Dihidroxiacetona 0.2 mM

Tabla 2.1. Condiciones especificas para el ensayo de las enzimas utilizadas en este
estudio.

2.2.5. Analisis estadistico

Los datos estan representados como media * error estandar de la media
(SEM). Las diferencias entre grupos fueron detectadas mediante los tests ANOVA y
Duncan como post hoc cuando se cumplieron los criterios de normalidad vy
homoscedasticidad y los tests de Kruskal-Wallis o Mann-Whitney para el resto. La

normalidad y la homocedasticidad se verificaron por medio de las pruebas de Shapiro-
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Wilk y Levene, respectivamente. El método de Kaplan—Meier y el test de Cox—Mantel
se usaron para comparar las diferentes distribuciones de supervivencia. Las relaciones
entre el peso corporal y el tiempo se representaron graficamente y se ajustaron a la

ecuacioén de curva mediante el método MLE (Estimacion de Maxima Probabilidad).

2.3. RESULTADOS

Los datos sobre los parametros biométricos y de supervivencia se presentan
en la Tabla 2.2. La Grafica 2.1 muestra el crecimiento para cada densidad de cultivo y la
variacién de supervivencia aparece en la Grafica 2.2. Las curvas de crecimiento fueron
muy similares entre las distintas densidades y todas fueron ajustadas a una ecuacién
polinomial cubica con altos coeficientes de correlacion (Grafica 2.1). La SGR no mostro
diferencias significativas entre los tratamientos (Tabla 2.2), aunque vario entre 1.85% y
2.10% dia® (minimo y méximo para todos los tratamientos). Para el resto de
parametros biométricos relacionados con el crecimiento (peso corporal y longitud
total) tampoco se observaron diferencias significativas. Sin embargo, los valores de IHS
fueron estadisticamente diferentes entre densidades extremas, siendo el mas bajo

para ADC (0.62 + 0.04%) y el mas alto para BDC (0.9 + 0.06%) (Tabla 2.2).

BDC MDC ADC
Peso inicial (g) 0.21+0.02 0.21+0.02 0.21+0.02
LT inicial (cm) 5.76+0.21 5.76 +0.21 5.76+0.21
Peso final (g) 11.0+1.11 10.9 +0.99 9.82+0.82
LT final (cm) 10.2 +0.32 10.5 +0.28 10.2 +0.34
SGR (% dia™) 2.04 +0.03 1.92 +0.05 1.94 +0.05
Supervivencia (%) 18.8+1.70° 5.50+1.24° 3.78+0.45°
K 9.63+0.41 7.85+0.54 8.94+0.50
IHS (%) 0.90+0.06° 0.84 +0.06° 0.62+0.04°

Tabla 2.2. Supervivencia y datos biométricos (media + SEM, n=10) para cada densidad de cultivo
(BDC: baja densidad de cultivo; MDC: media densidad de cultivo; ADC: alta densidad de cultivo). LT:
longitud total; SGR: tasa de crecimiento especifico; K: factor de condicién; IHS: indice
hepatosomatico. Diferentes letras en superindices indican diferencias significativas (p<0.05).
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Las curvas de supervivencia mostraron tendencias similares entre los
tratamientos, disminuyendo considerablemente durante los 70-100 dias para después
mantenerse estables hasta el final (Grafica 2.2). Sin embargo, la supervivencia para
BDC se estabilizd en valores mas altos que para los otros dos grupos. De hecho, la tasa
de supervivencia final en BDC fue la mas alta (18.8 + 1.70%), no observandose

diferencias significativas entre MDC y ADC (Tabla 2.2).

10 —j

Peso (9)
o
l

e=== BDC:y = 1E-06x® - 0.0005x? + 0.0913x + 0.3908 R? =0.996
e MDC: y = 1E-07x3 - 0.0001x2 + 0.0711x + 0.4146 R2=0.994
e ADC:y = 1E-06x° - 0.0004x2 + 0.0778x + 0.4008 R2?=0.995

T ‘ T ‘ T ‘ T
0 40 80 120 160 200
Tiempo (dias)
Grafica 2.1. Crecimiento (media + SEM; n=20) de especimenes de D. cuneata mantenidos bajo
diferentes densidades de cultivo (BDC: baja densidad de cultivo; MDC: media densidad de cultivo; ADC:
alta densidad de cultivo) durante 197 dias. Cada linea fue ajustada a una ecuacidn cubica (método MLE).
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Grafica 2.2. Distribucién de la supervivencia registrada para especimenes de D. cuneata mantenidos

bajo diferentes densidades de cultivo (BDC: baja densidad de cultivo; MDC: media densidad de cultivo;
ADC: alta densidad de cultivo) durante 197 dias.
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No se encontraron diferencias significativas entre los grupos en lo referente al
cortisol plasmatico (Tabla 2.3), variando los valores entre 0.15 y 15.02 ng mL ™ (valores
extremos). Con respecto a los metabolitos plasmaticos (glucosa, lactato, triglicéridos y
proteinas) sus valores mostraron una tendencia hacia una relacién inversa con la DC,

pero no se detectaron diferencias significativas (Tabla 2.3).

BDC MDC ADC
Cortisol (ng mL™) 5.04 £2.51 6.65 +2.99 5.05 +2.27
Glucosa (mM) 5.32£0.85 3.74+£0.24 3.72+£0.32
Lactato (mM) 1.29+0.02 1.01+£0.18 0.92+0.13
Triglicéridos (mM) 26.4+2.08 23.0+4.19 20.2+2.72
Proteinas (mg mL™) 44.6 £ 13.0 41.6 +3.11 39.6+2.88

Tabla 2.3. Cortisol y metabolitos plasmaticos (glucosa, lactato, triglicéridos y proteinas) registradas para
cada densidad de cultivo (BDC: baja densidad de cultivo; MDC: media densidad de cultivo; ADC: alta
densidad de cultivo). Los valores son media + SEM. No se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos (p<0.05).

Sin embargo, las actividades enzimaticas, principalmente en el musculo,
difirieron dependiendo de la DC. La actividad de la HK hepatica fue significativamente
mayor en BDC que en el resto de densidades (1.94 + 0.5 frente a 0.53 + 0.16 y 0.62 +
0.17 U mg prot™), mientras que no hubo diferencias para las otras enzimas evaluadas
(Grafica 2.3). En el musculo, todas las enzimas mostraron una actividad creciente (a
veces significativa) en paralelo con un aumento en la DC (Gréfica 2.4). La mayor
dependencia con respecto a la DC se detectd para la GDH ya que todos los grupos
fueron significativamente diferentes variando los valores entre 2.07 £ 0.87 y 12.9 *

0.95Umg prot’1 para BDC y ADC respectivamente.
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2.4. DISCUSION

Hasta la fecha, se han publicado varios trabajos sobre las respuestas al estrés
en soleidos, principalmente sobre lenguado senegalés Solea senegalensis (Costas et al.,
2008; Arjona et al., 2009; Herrera et al., 2009b; Salas-Leiton et al., 2010; Weber et al.,
2011; Herrera et al., 2012b; Lépez-Olmeda et al., 2013; Andrade et al., 2015; Benitez et
al., 2017; Martin et al., 2017). Estos articulos han estudiado los efectos de ciertos
estresores a través de indicadores de estrés tales como los parametros plasmaticos y la
expresion génica. Sin embargo, la actividad enzimatica bajo condiciones de estrés

cronico aun no ha sido analizada en peces planos.

Se ha demostrado que el aumento de la densidad de cultivo (DC) activa el
sistema de respuesta al estrés, afectando negativamente a la tasa de supervivencia y al
crecimiento de los peces (Ellis et al., 2002; Sangiao-Alvarellos et al., 2005; Bjornsson y
Olafsdéttir, 2006; Papoutsoglou et al., 2006; Sammouth et al., 2009; Santos et al.,
2010). Sin embargo, algunos estudios en salménidos indican que la SGR no esta
influenciada por esta variable (Soderberg y Meade, 1987; Kjartansson et al., 1988),
como también se ha descrito para el lenguado senegalés y el besugo (Pagrus pagrus)
(Costas et al., 2008; Vargas-Chacoff et al., 2011), lo que indica que la forma en que la

DC afecta al crecimiento depende directamente de la especie (Boujard et al., 2002).

La acedia en cautividad presenta problemas de patologias que pueden estar
relacionados con el estrés crénico, que causan tasas de mortalidad significativas
(Herrera, 2008). Herrera et al. (2009b) indicaron que el aumento de la densidad de
cultivo puede ser estresante para la acedia a corto plazo (estrés agudo), por lo que
esta especie podria sufrir un estrés crénico en un experimento a largo plazo. El estrés
agudo induce una fase de activacion en la respuesta inmune que refuerza las
respuestas innatas, mientras que en situaciones de estrés crénico la respuesta inmune
es reducida, lo que puede aumentar las posibilidades de que se produzca una infeccién
(Tort, 2011). Por lo tanto, la tasa de supervivencia decreciente relacionada con la DC
encontrada en nuestro trabajo podria deberse a la depresion del sistema inmune

debido al estrés cronico inducido por la alta densidad. En otro soleido, el lenguado
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senegalés, la DC no afectdé al crecimiento ni a la supervivencia (Salas-Leiton et al.,
2010). Sin embargo, los indicadores fisioldgicos y moleculares han confirmado
situaciones de estrés crénico en esta especie en condiciones de alta densidad de

cultivo (Costas et al., 2008; Salas-Leiton et al., 2010).

Los tipicos indicadores de estrés plasmatico como los metabolitos (glucosa,
lactato, proteinas y triglicéridos) y cortisol no variaron significativamente entre los
tratamientos (Tabla 2.2), aunque en general, los valores disminuyeron mientras
aumenté la densidad de cultivo. Se ha descrito que en situaciones de estrés cronico
estos parametros metabdlicos no cambian debido a la aclimatacion del eje
hipotdlamo-pituitaria-interrenal (HPI) (Montero et al., 1999; Procarione et al., 1999;
Haukenes y Barton, 2004; Barton et al., 2005). La ausencia de diferencias significativas
entre los grupos en relacién a estos parametros en nuestro estudio podria atribuirse a
una situacién similar. Sin embargo, las concentraciones mas altas de metabolitos (pero
no significativas) encontradas en la BDC podrian sugerir un menor uso de estos
sustratos energéticos debido a que permanecen en un estado no estresado o mas
calmado, diferente al de las otras DC. El menor valor de IHS observado en especimenes
sometidos a condiciones de ADC refuerza esta idea y sugiere un aumento en la
exportacion de reservas energéticas para su uso en otros tejidos como el musculo
(véase mas adelante). Ciertamente, en nuestro estudio no se detectaron diferencias en
el cortisol plasmatico en acedias sometidas a diferentes densidades, tal y como sucede
en otras especies como la lubina Dicentrarchus labrax y la trucha arco iris
Onchorhynchus mykiss (Ellis et al., 2002; Sammouth et al., 2009; Santos et al., 2010), lo
que apoya por un lado la idea de una posible aclimatacidn del eje HPI, y por otro que el
cortisol puede tener poco valor como indicador de estrés crénico si el bienestar es

visto desde una perspectiva funcional (Ellis et al., 2012).

Con respecto a la actividad de las enzimas hepaticas, sélo la actividad HK
disminuyd significativamente cuando aumentdé la DC. Conde-Sieira et al. (2010)
describieron la misma tendencia para la glucoquinasa, la principal hexoquinasa en el
higado, en la trucha arco iris (0. mykiss). Sin embargo, en dicho trabajo se encontro el

patrén opuesto para la actividad HK. La mayoria de los tipos de HK (excepto la
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glucoquinasa) tienen alta afinidad por la glucosa por lo que la actividad creciente de HK
a una DC mas baja podria estar relacionada con una alta concentracién de glucosa en
el higado. El alto IHS en ese tratamiento podria apoyar esta idea. Por lo tanto, como la
actividad HK cataliza la primera reaccién en la glucdlisis, podriamos afirmar que esta
via en el higado aumento a bajas densidades. Aunque el estrés generalmente aumenta
la sintesis y la movilizacion de los sustratos energéticos a través de varias vias
metabdlicas (glucdgenolisis, gluconeogénesis), se ha demostrado que éste también
inhibe la glucdlisis en el higado (Randall et al.,, 1997; Mommsen et al., 1999). Esto
podria explicar la relacion inversa encontrada entre la densidad de cultivo y la
actividad de la HK en nuestro trabajo. Por otro lado, la HK del musculo mostré el
patron opuesto al del higado, por lo que se podria afirmar que el estrés por alta
densidad de cultivo estimuld la glucélisis en el musculo, lo que sugiere una mayor
demanda energética en este organo en condiciones extremas de DC (véase mas

adelante).

Los resultados mas notables de este trabajo se encontraron en el musculo.
Hubo una clara relacion directa entre las actividades enzimaticas y la DC, con
diferencias significativas encontradas en la mayoria de los casos. Las enzimas
analizadas son cruciales para el metabolismo intermedio, y por lo tanto los resultados
sugieren que el aumento de la DC aumentd la demanda de energia en el musculo. Este
aumento metabdlico aparentemente tuvo lugar in situ, utilizando el musculo sus
propios sustratos de reserva, ya que no se detectd variacidon en el flujo de sustancias
energéticas entre los drganos (las concentraciones plasmaticas de metabolitos se

mantuvieron estables entre los tratamientos).

La G3PDH es una enzima clave en el metabolismo de la glucosa, que cataliza el
sexto paso de la glucdlisis. En los mamiferos, la G3PDH también actua en la endocitosis
y la fusién de membrana, el transporte vesicular secretor y el control de la traduccién,
asi como en el transporte de ARNt, la replicacién del ADN vy la reparacion del ADN
(Sirover, 2005), aunque ningun estudio ha confirmado estas funciones en los peces. Se
ha demostrado que la G3PDH aumenta durante el estrés producido por el manejo vy la

exposicion al frio en los salménidos (Vanya Ewart et al., 2001; Driedzic y Vanya Ewart,
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2004; Krasnov et al., 2005), mientras que en el bacalao (Gadus morhua) esta implicada
en el metabolismo celular durante la inanicién y el desarrollo (Hall et al., 2006). Por
tanto, los resultados de nuestro estudio demuestran que una alta DC estimuld la
glucdlisis (indicada por el aumento de la actividad de las enzimas HK y G3PDH) en el
musculo, lo que podria estar relacionado con el aumento del consumo de reservas de

energia debido al estrés.

La LDH es la enzima terminal de la via de la glucdlisis, que convierte de forma
reversible el piruvato en lactato, y también participa en la gluconeogénesis. Se ha
descrito que esta enzima es un excelente indicador de estrés, ya que muestra una
mayor actividad en los tejidos aerdbicos, como el musculo, durante un déficit de
oxigeno (Chatterjee et al., 2010). De hecho, la actividad de la LDH suele aumentar en
peces sometidos a hipoxia (Rees et al., 2009). En nuestro estudio, el nivel de oxigeno
en agua se mantuvo casi a nivel de saturacion, por lo tanto la creciente actividad de la
LDH en especimenes sometidos a densidades mas altas no fue causada por un déficit
de oxigeno. Lo mas probable es que esté relacionada con una mayor actividad fisica de
los peces durante la duracion del estudio, limitando asi las condiciones de oxigeno en
el musculo (Verma et al., 2007). Este hecho es consistente con la continua actividad
natatoria de la acedia, que nada normalmente sin descansar en el fondo de los
tanques, comportamiento contrario al de otros peces planos (Herrera, 2008). Una
situacion de estrés podria agravar esta conducta, acelerando el metabolismo

anaerodbico en el musculo.

La reaccion en la que interviene la GDH juega un papel central en el
metabolismo de los aminoacidos en los metazoos, participando en la produccién de a-
cetoglutarato a partir de glutamato y viceversa. Es sabido que la sintesis de glutamato,
asimilando amoniaco con a-cetoglutarato (aminacién reductora), es crucial para la
destoxificacion del amoniaco creado enddgenamente a partir del catabolismo de
aminoacidos y proteinas en diversos tejidos (JUrgers y Bastrop, 1995). En este sentido,
Saha et al. (2002) describieron una mayor actividad de la GDH bajo estrés
hiperamonico en el pez gato africano (Clarias batrachus), posiblemente para convertir

el amoniaco acumulado en varios aminoacidos libres no esenciales. Sin embargo, en
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nuestro estudio no parece ser ésta la causa de dicho aumento enzimatico, ya que no se
encontraron diferencias en la concentracion de amoniaco entre tanques, por lo que la
obtencién de energia para hacer frente al estrés es una explicacion mas probable. Con
esta mayor actividad, la energia podria obtenerse a partir del a-cetoglutarato, que
funciona en el ciclo de Krebs para producir ATP (Melo y Cuamazi, 2007). En este
estudio, sélo la actividad de |la GDH fue estadisticamente diferente entre todas las DC,
y por lo tanto esta actividad podria desempefar un papel clave en el suministro de

energia para el estrés crénico en la acedia.

En conclusion, la alta densidad de cultivo a largo plazo provocé cambios
significativos en las actividades enzimaticas (hexoquinasa, glutamato deshidrogenasa,
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa y lactato deshidrogenasa) en el musculo de la
acedia, aunque para las enzimas hepaticas y el cortisol y los metabolitos plasmaticos
las variaciones no fueron tan evidentes. Por lo tanto, las enzimas musculares HK y
GDH, las cuales muestran mayor variabilidad en relacién a la densidad de cultivo,
podrian ser consideradas indicadores de estrés para esta especie en situaciones de

estrés cronico.
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RESUMEN

Para conocer mejor la fisiologia y el comportamiento de la acedia
(Dicologlossa cuneata Moreau, 1881), se evaluaron sus ritmos diarios de alimentacién
y actividad locomotora y se compararon tres estrategias de alimentacion diferentes:
autodemanda (A), alimentacién programada diurna (D) y alimentacion programada
nocturna (N). 450 peces divididos en tres grupos (tres repeticiones cada uno), se
estudiaron durante 65 dias. El grupo A tenia acceso libre a los comederos de
autodemanda mientras que D y N fueron alimentados cuatro veces al dia. Se
determinaron los parametros fisioldgicos de estrés como cortisol, glucosa, lactato,
proteinas y triglicéridos plasmaticos. En los tanques sometidos a autodemanda, el 91%
de las demandas de alimentacion se produjeron durante la fase oscura. Ademas, la
actividad locomotora también fue mayor durante la escotofase (64% de la actividad
total). Se observaron valores significativamente mas altos para la tasa de crecimiento
especifico (SGR) y la tasa de eficiencia de alimentacién (FER) en N (0.49 y 0.48% dia™,
respectivamente), mientras que el grupo en A consumié mucho menos alimento que el
resto y presentd una alta tasa de mortalidad (46%). Ademads, Los niveles de cortisol
plasmatico aumentaron drasticamente en A y D en comparacion con N (21.8 + 6.1,
65.8+30.3y0.3£0.1ng mL’l, respectivamente). En resumen, la acedia aparece como
una especie con comportamientos locomotores y alimentarios nocturnos y N se
considera la estrategia de alimentacion mas apropiada para su cultivo. Estos nuevos
datos sobre el comportamiento y la fisiologia de la acedia podran resultar clave para

futuros estudios sobre su cria en cautividad.

Palabras clave: estrategia de alimentacidn, cortisol, autodemanda, ritmos diarios,

acedia.

91



Tesis Doctoral

3.1. INTRODUCCION

El éxito del cultivo de una nueva especie en acuicultura depende en gran
medida del conocimiento previo de muchos de sus rasgos comportamentales y
fisioldgicos. De éstos, la alimentacidn y su respuesta al estrés, son fundamentales.
Conocer cuando, cuanto y como deben alimentarse los peces cultivados es crucial ya
gue tiene un impacto directo sobre el bienestar de los animales, optimiza el consumo
de alimento y mejora la calidad del agua. Por lo tanto, conocer el ritmo natural de
alimentacion de una especie es necesario para establecer un horario de alimentacién
adecuado vy, asi, optimizar su crecimiento y su eficiencia alimentaria (Azzaydi et al.,
1998; Veldzquez et al., 2006; Vera et al., 2006; Sanchez et al., 2009; Lépez-Olmeda et
al.,, 2012). Ademas, para mejorar el sistema de alimentacién, también deben tenerse
en cuenta los ciclos diarios de actividad para detectar cuando los animales estan mas

activos.

En este sentido, se podria afirmar que la estrategia de alimentacion mas
adecuada deberia permitir que los peces obtuvieran el alimento de acuerdo con sus
propias necesidades. Esto podria lograrse utilizando comederos de autodemanda.
Estos sistemas de autoalimentacion se han utilizado en varios estudios con el fin de
evaluar el comportamiento diario de alimentacion en peces (Vera et al., 2006; Lopez-
Olmeda et al., 2012; Kitagawa et al., 2015). De hecho, esta estrategia de alimentacién
ha proporcionado resultados exitosos en cuanto a la tasa de crecimiento, al indice de
conversion y a la tasa de eficiencia alimentaria en diferentes especies como el salmén
Atlantico Salmo salar (Paspatis et al., 1996), la lubina Dicentrarchus labrax (Boujard et
al., 1996; Rubio et al., 2004), y la dorada Sparus aurata (Sdnchez-Muros et al., 2003;
Velazquez et al., 2006). En particular, en peces planos se han obtenido muy buenos
resultados en el rodaballo Scophthalmus maximus (Burel et al., 1997), la platija
japonesa Verasper moseri (Sunuma et al., 2007) y el lenguado senegalés Solea
senegalensis (Navarro et al., 2009). Sin embargo, la capacidad de la acedia,
Dicologlossa cuneata, para utilizar los comederos de autodemanda y sus ritmos diarios

de alimentacidn aun se desconocen.
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Se ha descrito que las diferentes estrategias de alimentacion (programada vs.
al azar) y el momento del dia en el que se dispensa la comida afectan a la fisiologia de
los peces y estan intimamente relacionados con su bienestar (Vera et al., 2006;
Kitagawa et al., 2015). Los primeros estudios sobre el cultivo de la acedia demostraron
que ésta tiene una de las mayores tasas de crecimiento descritas para peces planos
(Herrera, 2008). Sin embargo, también se observaron tasas de mortalidad significativas
durante su aclimatacién a la cautividad. Esto podria estar relacionado con el estrés
producido por las condiciones de cultivo, como se deduce de los niveles de los
parametros fisioldgicos de estrés como el cortisol y la glucosa plasmaticos (Herrera et
al., 2009, 2015). No obstante, en estos estudios los peces fueron alimentados ad
libitum utilizando alimentadores automaticos de 24 h, por lo que comieron durante
todo el dia sin seguir un patrén natural, hecho que podria alterar el desarrollo normal
de sus funciones fisioldgicas y por lo tanto favorecer la aparicion de enfermedades.
Hasta la fecha no se conocen los ritmos naturales de la acedia y las respuestas
fisioldgicas a diferentes estrategias de alimentacién. Una mejor comprension de la
relacién entre los patrones de alimentacion y la fisiologia del estrés podria reducir el
estrés de esta especie en cultivo y, por consiguiente, aumentar su tasa de

supervivencia.

Con el fin de obtener mas informacion sobre el comportamiento vy la fisiologia
de la acedia, el objetivo de este estudio fue determinar sus ritmos diarios de
alimentacion y de actividad locomotora. Ademas, se realizé un estudio comparativo de
la eficiencia alimentaria y la respuesta relacionada con el estrés de tres estrategias de
alimentacion diferentes: autodemanda (A), alimentacién programada diurna (D) y

alimentacion programada nocturna (N).

93



Tesis Doctoral

3.2. MATERIALY METODOS

3.2.1. Condiciones experimentales

Este estudio se llevd a cabo en las instalaciones del Centro IFAPA “Agua del
Pino” (Cartaya, Espafia). Los peces se obtuvieron a partir de puestas naturales del stock
de reproductores. Antes del experimento, fueron mantenidos en las instalaciones del
centro, alimentados ad libitum por comederos automaticos de 24 horas con la misma
dieta comercial usada en nuestro experimento. Para el presente trabajo, un lote de
450 acedias (peso: 6.77 + 0.02 g, longitud total: 8.93 + 0.01 cm) fue dividido al azar en
nueve grupos, de 50 peces cada uno, y mantenidos durante 65 dias en tanques
circulares de fondo plano de 900 L (2.25 m? de superficie, 0.5 kg m? de densidad de
cultivo). El fotoperiodo fue de 12L:12D (encendido de luces a las 8:00 h) y la
temperatura del agua constante a 20 °C. El agua de mar se filtré a 1 um vy se esterilizé
con UV (>32 mV cm™). El oxigeno disuelto se mantuvo por encima de los 5 mg L a
través de piedras porosas. La tasa de renovacién diaria del agua fue del 180%. Los
peces fueron alimentados con piensos comerciales (pellets Gemma Diamond de 1.2
mm, Skretting®: 60% de proteinas, 15% de lipidos) utilizando diferentes estrategias de

alimentacion (ver apartado 3.2.2).

Este estudio fue disefado y llevado a cabo de acuerdo con las Directrices del
Consejo de la Unién Europea (2010/63 / EU) y del Gobierno espariol (RD1201 / 2005,
RD53 /2013y 32/2007) para el uso de animales de laboratorio.

3.2.2. Disefio experimental

Debido a que los ritmos diarios de alimentacion de la acedia no se conocian,
en este estudio se probaron simultaneamente tres estrategias de alimentacion
diferentes: autodemanda (A), programada diurna (D) y programada nocturna (N) (3
réplicas por tratamiento). En el primer grupo (A), los peces tenian acceso libre a los

comederos de autodemanda (Arvo-Tec T Drum 2000 feeder, Finlandia) (Figura 3.1).
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Para activar los comederos se utilizé un sensor de infrarrojos (Innovaqua IR 020-1)
colocado en la pared lateral de un cilindro horizontal de 9 cm de didmetro, situado 20
cm debajo de la superficie del agua, justo debajo del comedero. El fondo del cilindro
fue retirado para evitar que los peces lo usaran como refugio y asi impedir que
activaran el sensor accidentalmente, segin Navarro et al. (2009). Los peces debian
atravesar el haz de luz del sensor para activar el comedero y cuando esto se producia
se dispensaba 0.25 g de alimento inmediatamente después de cada activacién. En el
segundo (D) y tercer grupo experimental (N), los peces fueron alimentados por
comederos automaticos programados. En la estrategia nocturna (N), los comederos
suministraban automaticamente 1 g de alimento a las 20:30, 22:30, 00:30 y 02:30 h
(1% de la biomasa del tanque, diariamente). En la diurna (D), se distribuyé la misma
cantidad de alimento a las 8:30, 10:30, 12:30 y 14:30 h. Se realizaron pruebas

preliminares para verificar la cantidad de alimento suministrado en cada tratamiento.

Con el fin de determinar los ritmos diarios de alimentacién de la acedia, se
registraron las demandas realizadas por los peces alimentados mediante la estrategia
de autodemanda. Los comederos se conectaron a un ordenador y el nimero de
activaciones del dispositivo se registr6 de forma continua. Las activaciones se
agruparon en intervalos de 10 minutos. Los datos se analizaron utilizando el programa
Softscada (Innovaqua) y Microsoft Excel. El comportamiento alimentario diario se
calculé segun el promedio de las activaciones de los comederos de autodemanda por
hora en un dia. Ademas, para evaluar la capacidad de utilizar estos comederos, se

analizo la evolucion del aprendizaje/actividad de autodemanda.

Por otra parte, con el fin de conocer los ciclos diarios en los que esta especie
era mas activa, también se estudio su actividad locomotora. En este caso, se utilizaron
sensores similares a los utilizados en los comederos de autodemanda. Una fotocélula
infrarroja situada a 5 cm del fondo del tanque y debajo de cada comedero, fijada a la
pared con una ventosa, era activada cada vez que un pez atravesaba el haz de luz del
sensor. El sensor se conecté a un ordenador para registrar el numero de
interrupciones del haz luminoso en intervalos de 10 minutos (Montoya et al., 2010).

Como para el caso del estudio de los ritmos diarios de alimentacién, los ritmos de
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actividad locomotora fueron cuantificados por el promedio de las activaciones de los

sensores por hora en un dia. Para este estudio, se utilizd el grupo de peces

alimentados por autodemanda.

Figura 3.1. Comedero Arvo-Tec T Drum 2000 feeder (Finlandia). Detalle del sensor de infrarrojos
(Innovaqua IR 020-1) incluido en el cilindro de plastico.

3.2.3. Muestreo

Los peces muertos fueron contabilizados y retirados de los tanques
diariamente para determinar la tasa de supervivencia (TS). El alimento restante se
retiré después de cada comida y se cuantificé diariamente para calcular la ingesta total
de alimentos (alimento total consumido, ATC). A los 15, 30, 45 y 65 dias, tras 24 horas
de ayuno, se muestrearon 30 peces por tanque para los datos biométricos (peso y
longitud). Antes de los muestreos, los peces se anestesiaron con 2-fenoxietanol (0.2
mL L'%). En el muestreo final (65 dias), todos los peces muestreados fueron sacrificados
con sobredosis anestésica (1 mL L de 2-fenoxietanol) y se tomaron muestras de
sangre. Teniendo en cuenta los posibles ritmos diarios de cortisol plasmatico segun
Oliveira et al. (2013), las muestras fueron tomadas en el mismo momento del dia. El
tiempo entre la captura y la muerte de los peces fue inferior a 1 minuto. La sangre fue
recogida por puncién del pedunculo caudal mediante jeringas heparinizadas de 1 ml
(25000 unidades de heparina con amonio/3 mL de soluciéon salina al 0.9% de NaCl,
Sigma H6279). La sangre fue centrifugada para la obtencién del plasma (3 minutos,

10000 g, 4 2C), congelada de manera instantanea en N, liquido y mantenida a -80 2C
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hasta el posterior andlisis de metabolitos plasmaticos (glucosa, lactato, triglicéridos y
proteinas) y cortisol. Se determinaron los siguientes parametros bioldgicos y de
alimentacion: tasa de supervivencia (TS), alimento total consumido (ATC), variacion de
la biomasa (VB), tasa de eficiencia alimentaria (FER) y tasa de crecimiento especifico

(SGR), segun las férmulas:
TS =100- (M - 100 / ng)
ATC = AC-AS
VB = (Ps - n¢)= (P * Ng)
FER = (Pf— P,) / (AC=AS)
SGR (% dia™) =100 - (In Ps- In Po) - t

donde M es la media del total de peces muertos, AC y AS son alimento suministrado y
alimento sobrante (g), Psy P, son la media de los pesos final e inicial (g), y noy nsson el

numero inicial y final de individuos.

3.2.4. Analisis plasmatico

Para estudiar la relacion entre las tres estrategias de alimentacion y el estrés
fisiolégico, se evaluaron varios marcadores de estrés plasmatico. Los niveles de
glucosa, lactato y triglicéridos plasmaticos se midieron usando kits comerciales de
Spinreact (Glucosa-HK Ref. 1001200, Lactato Ref. 1001330, Triglicéridos Ref. 1001310)
adaptados a microplacas de 96 pocillos. Las proteinas plasmaticas se determinaron en
muestras de plasma diluido 1:5 (v/v) con el kit QCA Total Proteins (Quimica Clinica
Aplicada S.A., Barcelona, Espafia). Todos los ensayos se realizaron con un lector de
microplacas Tecan Sunrise, utilizando el software Magellan v2.5 para Windows (Tecan

Austria, Salzburgo).

Los niveles de cortisol plasmatico se cuantificaron mediante un kit ELISA

(EA65, Oxford Biomedical Research, MI, EE.UU.) modificado y adaptado para peces
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(Herrera et al., 2015). El cortisol se extrajo de 20 ul de plasma en 200 pl de dietil éter.
El limite inferior de deteccidn (81% de unidn) fue 0.1 ng mL™* de plasma. El coeficiente
de variacién entre los ensayos fue de 9.8%, mientras que el coeficiente de variacién
intra-ensayo medio fue del 4.6%. El porcentaje medio de recuperacion fue del 90%. Se
detectd reactividad cruzada principal (>1%, dada por el proveedor) para anticuerpos

anti cortisol con corticosterona (3.38%), cortisona (2.08%) y desoxicorticosterona (2%).

3.2.5. Analisis estadistico

Los datos numéricos se presentan como media + error estandar de la media
(SEM). La independencia entre grupos se garantizé mediante la seleccién al azar de los
peces de diferentes tanques. Se realizaron transformaciones mediante la raiz del arco
seno de los datos en porcentajes para lograr homogeneidad de la varianza. Las
diferencias entre grupos se detectaron mediante una ANOVA de una via para grupos
normales con varianzas homogéneas y KrusKal-Wallis para el resto. La normalidad y la
homoscedasticidad se analizaron a través de las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene. Las

pruebas post hoc fueron las de Duncan y U Mann-Whitney, respectivamente.

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Ritmos diarios de alimentacion

Desde el inicio del ensayo, se detectaron demandas en los tres tanques
sometidos a alimentacién por autodemanda. En la Grafica 3.1 se pueden observar dos
fases diferenciadas, un primer periodo de aprendizaje de aproximadamente dos
semanas y un segundo periodo (fase estable) desde el dia 15 hasta el final del
experimento, donde las oscilaciones de las demandas se redujeron en gran medida. La

demanda media diaria para la fase estable fue de 6.6 + 2.7 demandas dia™.

Como se muestra en la Grafica 3.2, la acedia mostro un claro comportamiento

de alimentacion nocturno. El porcentaje de demandas durante la fase oscura (20:00-
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08:00 h) fue del 91%. Justo después de que las luces se apagaran (inicio de la
escotofase), los peces comenzaron a demandar alimento, mostrando el pico mas alto
de demandas (acrofase) a las 22:00 h, y dos picos mas bajos, uno a las 04:00 h y otro a

las 07:00 h, justo antes del encendido de las luces.
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Grafica 3.1. Evolucién del comportamiento alimentario diario de la acedia sujeta a alimentacion por
autodemanda durante el periodo experimental (total de las demandas diarias en los tres tanques). Los
valores son las medias + SEM de las tres réplicas.
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Grafica 3.2. Promedio diario de la actividad alimentaria de las acedias sometidas a alimentacidn por
autodemanda (A). Cada punto representa el % del total de las demandas diarias por hora, por dia. Las
barras blancas y negras en la parte superior de las gréficas representan las fases de luz y oscuridad
(12:12 LD), respectivamente. Los valores son la media + SEM de las tres réplicas.
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3.3.2. Ritmos diarios de actividad locomotora

Al igual que en el caso del comportamiento alimentario, el pico de actividad
en peces bajo autodemanda se observé durante la escotofase, con un aumento justo
después de que las luces se apagaran a las 20:00h para luego permanecer
practicamente estables hasta que las luces se encendieron a las 8:00h (64% del total
de las interrupciones del haz de luz) (Grafica 3.3). Por lo tanto, la acedia puede

considerarse como una especie con un ritmo de actividad locomotora nocturno.

Actividad locomotora (% total activaciones)
D

08:00 12:00 16:00 20:00 00:00 04:00 08:00
Horadel dia

Grafica 3.3. Promedio diario de la actividad locomotora de la acedia sujeta a autodemanda (A). Las
barras blancas y negras en la parte superior de las gréficas representan las fases de luz y oscuridad
(12:12 LD), respectivamente. Cada punto representa el % de interrupciones del haz de luz del sensor por
periodos de 1 h durante un ciclo de 24 h (% de actividad) y es representado como la media + SEM.

3.3.3. Parametros bioldgicos y de alimentacidon bajo diferentes estrategias

alimentarias

Se detectaron diferencias significativas entre las tres estrategias de
alimentacion: alimentacién por autodemanda (A), programada diurna (D) y
programada nocturna (N), para la tasa de crecimiento especifico (SGR), tasa de

eficiencia alimentaria (FER) y tasa de supervivencia (TS) (Tabla 3.1). Los valores mas

100



Capitulos Experimentales. Capitulo 3

altos de SGR y FER se observaron en el grupo N. Mientras que la supervivencia fue

similar entre Ny D, se observo una mayor mortalidad en el grupo A (46%).

Por otra parte, no se observé diferencia en el consumo de alimentos entre los
grupos D y N (Gréfica 3.4). Por el contrario, los peces del grupo A consumieron mucho
menos alimento. Ademas, el aumento de la biomasa fue mayor en los peces del grupo

N que en el grupo D. En el grupo A este parametro disminuyo a lo largo del estudio.

Estrategias alimentarias

Autodemanda (A) Nocturna (N) Diurna (D)
SGR (% dia™) <0° 0.49+0.04 ° 0.30+0.02
FER <0° 0.58+0.05 0.25+0.05 ©

TS (%) 56+13.6 89+1.8b° 87+.7°

Tabla 3.1. Parametros bioldgicos y de alimentacidn: tasa de crecimiento especifico (SGR), tasa de
eficiencia alimentaria (FER), tasa de supervivencia (TS), medidos al final del ensayo. Diferentes letras en
superindices indican diferencias significativas (P<0.05; n=30; media + SEM)
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Grafica 3.4. Variacidon de la Biomasa y Alimento Total Consumido en las tres estrategias alimentarias:
autodemanda (A), programada nocturna (N) y programada diurna (D). Diferentes letras indican
diferencias significativas entre estrategias (P<0.05; n=30; media * SEM).
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3.3.4. Cortisol plasmatico y metabolitos

Los niveles mas altos y reducidos de cortisol plasmatico fueron registrados
para el tratamiento diurno y nocturno, respectivamente (65.8 + 30.3 frente a 0.3 £ 0.1
ng mL?, P<0.05), mientras que el cortisol medio en el grupo de peces A (21.8 + 6.1 ng

mL?) no fue significativamente diferente al del tratamiento D (Grafica 3.5).
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Grafica 3.5. Cortisol plasmatico en acedias sometidas a diferentes estrategias alimentarias:
Autodemanda (A), programada nocturna (N) y programada diurna (D). Letras diferentes indican
diferencias significativas (P<0.05; n = 30; mean * SEM).

Las concentraciones plasmaticas de glucosa (Grafica 3.6) no mostraron
diferencias significativas entre las tres estrategias de alimentacion, mostrando una
concentracionde 3.8t 1 mMenA,4.1+205mMenNy5.9+0.5mM en D. Los valores
de lactato plasmatico fueron 0.5 + 0.1, 0.9 + 0.1 y 1.2 + 0.2 mM en A, Ny D,
respectivamente (P<0.05), siendo significativamente mayor en D en comparacién con
A. Los niveles de triglicéridos y proteinas mostraron un patrén similar, con los valores
mas bajos y mas altos observados en los grupos A y D, respectivamente (triglicéridos:
6.3+0.4,11.4+1.3y12.1+2.2 mMy proteinas: 18.3+0.8,47.1+4.9y52.8+9.7 mg

mL’l, en A, Ny D, respectivamente, P<0.05).
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Grafica 3.6. Metabolitos plasmaticos en acedias sometidas a diferentes estrategias alimentarias:
Autodemanda (A), programada nocturna (N) y programada diurna (D). Letras diferentes indican
diferencias significativas (P<0.05; n = 30; mean * SEM).
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3.4. DISCUSION

Uno de los principales objetivos de este estudio fue conocer el ritmo de
alimentacion diaria de una nueva especie prometedora en acuicultura como es la
acedia Dicologlossa cuneata. La determinacién de los patrones de la actividad
alimentaria diaria requiere el uso de un sistema de alimentacidon que no imponga
ninguna restriccion temporal a las demandas de los peces, siendo éstos capaces de
activar el comedero tanto en la fase de luz como en la de oscuridad, en funcién de su

apetito (Navarro et al., 2009).

Para determinar el ritmo de alimentacion de la acedia se utilizaron en este
estudio y por primera vez en esta especie, comederos de autodemanda. Aunque la
acedia fue capaz de activar estos comederos desde el comienzo del experimento,
fueron necesarias aproximadamente dos semanas para adquirir un patréon estable de
las demandas. Sin embargo, en comparaciéon con otras especies de peces planos,
necesitdé menos tiempo para alcanzar esta fase estable. Por ejemplo, el rodaballo
Scophthalmus maximus y la platija japonesa Verasper moseri requirieron 20 y 28 dias
respectivamente (Burel et al., 1997; Sunuma et al., 2007). Un estudio previo con otro
soleido, Solea senegalensis, concluyé que la duracion de esta fase de aprendizaje
estaba estrechamente relacionada con el tipo de sensor utilizado (varilla, cuerda y
Optico) y el numero de individuos en el tanque (Navarro et al., 2009). En cuanto a la
acedia, esta es la primera vez que se estudia su comportamiento alimentario, y hasta
ahora sélo se ha probado el sensor 6ptico. Teniendo en cuenta que los resultados
obtenidos en el lenguado senegalés utilizando este mismo sensor fueron satisfactorios
(Navarro et al., 2009), el sensor Optico también podria ser adecuado para esta
estrategia de alimentacion en la acedia. En cuanto al niumero de individuos en el
tanque, pequefios grupos de lenguado senegalés (escala de laboratorio) necesitaron
varios dias o incluso semanas para establecer un aprendizaje asociativo, mientras que
grupos mas grandes (condiciones de cultivo comerciales) aprendieron a manejar los
comederos de autodemanda unas horas después de la instalacion del sistema (Navarro

et al., 2009). Esto sugiere que el tiempo para adquirir un aprendizaje asociativo es
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inversamente proporcional a la densidad de la poblacién. La acedia en cautividad
presenta problemas de patologias que podrian estar relacionados con el estrés
cronico, causando tasas de mortalidad significativas (Herrera et al., 2008). Debido a
gue se trata de una especie en estudio y la densidad de cultivo adecuada aun no se
conoce, en nuestro ensayo se utilizaron bajas densidades de cultivo para evitar
posibles situaciones de estrés cronico y para asegurar la supervivencia de los peces.

Este motivo podria haber retrasado el aprendizaje asociativo en nuestro estudio.

Otro hallazgo importante de este trabajo fue que la acedia mostrdé un claro
comportamiento de alimentacion nocturno (90,6% de las demandas en la escotofase).
Este comportamiento es similar al de algunas especies de peces planos como Verasper
moseriy Solea senegalensis (Sunuma et al., 2007; Navarro et al., 2009), pero contrario
al de otras, donde el comportamiento es diurno, como Scophthalmus maximus (Burel
et al., 1997). Nuestros resultados también sugieren que la actividad de alimentacién
nocturna fue coincidente con la actividad locomotora, ya que en el estudio de este
comportamiento la mayoria de las interrupciones del haz de luz infrarroja ocurrieron
igualmente durante la escotofase. No obstante, también se detectaron interrupciones
durante la fotofase. Segun Herrera et al. (2008, 2009), a pesar de ser un pez bentdnico,
la acedia es una especie que muestra una actividad natatoria continua a lo largo del
dia, a diferencia de otros pleuronectiformes como el lenguado senegalés o el
rodaballo. Sin embargo, hasta la fecha no estd claro si este es un comportamiento
comun de la acedia en su medio natural o si deriva de las condiciones de cautividad.
Por otra parte, algunas especies de peces con gran plasticidad pueden modificar sus
actividades de acuerdo con los ciclos ambientales (del Pozo et al.,, 2011). La acedia
podria ser una de esas especies y dicha plasticidad le podria permitir tener cambios

espontdneos de fase entre una actividad nocturna y diurna.

En este estudio también se compararon tres estrategias de alimentacién,
autodemanda (A), programada diurna (D) y programada nocturna (N). Los resultados
indicaron que los peces del grupo N mostraron los mejores resultados en cuanto a
SGR, TS y FER, en comparacion con los otros grupos. Por el contrario, el grupo A

presentd los peores resultados, con la mayor tasa de mortalidad y valores negativos
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para SGR y FER. Con respecto a la variacién de la biomasa, el grupo N casi duplicé el
valor del grupo D. Esto apoya la hipdtesis de algunos autores que afirman que el
desconocimiento del patron natural de alimentacion diaria a la hora de disefiar una
estrategia alimentaria en cautividad puede afectar negativamente al crecimiento
(Madrid et al., 2001; Herrero et al., 2005; Navarro et al., 2009). Por otro lado, los
resultados obtenidos con el grupo A sugieren que, aunque la acedia demostrd su
capacidad para activar los comederos de autodemanda, su uso no fue eficiente ya que
los peces perdieron peso desde el inicio del experimento y presentaron una alta tasa
de mortalidad (46%), a pesar de que la cantidad de alimento era adecuada y no
presentaban sintomas de enfermedad. Sin embargo, cabe mencionar que incluso con
esta reduccion en el niumero de individuos, los niveles de demandas permanecieron
constantes hasta el final del experimento. Esto podria deberse a la existencia de una
jerarquia social en el tanque, mediante la cual un cierto grupo de individuos adquirié el
rol de activar el comedero, originando éstos la mayoria de las demandas, como se ha
descrito anteriormente en otras especies (Alanara et al., 1993; Brannas et al., 1993;
Coves et al., 2006). Curiosamente, en un estudio con la lubina, Coves et al. (2006)
demostraron que uno o dos peces en un grupo de 48 realizaban mas del 70% del total
de las activaciones. Por lo tanto, se podria pensar que en nuestro estudio las
demandas continuaron porque los peces que aprendieron a autodemandar
permanecieron vivos durante todo el ensayo. Sin embargo, como no fue posible
identificar a los individuos que activaron los sensores, no puede descartarse que otros
peces gue no activaron los comederos sobrevivieran también. Ademas, en el estudio
de Coves et al. (2009), los peces que no realizaron ninguna demanda mostraron un
ligero aumento en la SGR o un mayor peso final en comparacion con aquellos que
demandaron en pocas ocasiones e incluso con aquellos que activaron los comederos
un gran numero de veces. Es importante destacar que esto coincide con nuestros
resultados que demuestran que no hubo una gran diferencia de peso entre los peces
sometidos a autodemanda. Debe tenerse también en cuenta que el uso adecuado de
la estrategia de autodemanda y, por tanto, la optimizacion del crecimiento y la
eficiencia alimentaria, dependen de muchos factores, incluyendo no sélo la capacidad

de operar el comedero sino también de la temperatura del agua, del fotoperiodo, del
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nivel de recompensa en los comederos, del contenido energético de la dieta, de la
densidad de poblacion y del dominio social (Valente et al., 2001; Rubio et al., 2004).
Hasta la fecha no se ha realizado ningun trabajo que haya estudiado estos factores en
la acedia. Indudablemente, seria necesario realizar estudios futuros considerandolos,

antes de afirmar que este sistema de alimentacién no es adecuado para esta especie.

A nivel fisiolégico, el grupo A mostrd valores bajos para los metabolitos
plasmaticos de reserva (glucosa, lactato, triglicéridos y proteinas). Esto podria deberse
a una inadecuada alimentacién que no proporciond suficientes sustratos energéticos
para los procesos fisioldgicos. Ademas, el alto nivel de cortisol (indicador de respuesta
primaria al estrés) en el grupo A sugiere una situacion estresante de los peces
sometidos a esta estrategia de alimentacion. Esto podria estar relacionado con el
hecho de que bajo esta situacidn, el pez debe mantenerse en alerta constante para
alcanzar la cantidad de alimento necesaria, lo que indicaria que tal y como
describieron Kulczykowska y Sanchez-Vazquez (2010), la falta de una alimentacion
programada puede ser estresante y compromete el bienestar de los peces. Ademas, la
relacion inversa entre el cortisol y los metabolitos en la estrategia A podria explicarse
por los siguientes motivos: 1) sufrieron una situacion estresante como la alimentacién
al azar, que aumenté el nivel de cortisol, y 2) el estado nutricional deficiente derivado
de una alimentacién insuficiente disminuyd los niveles de metabolitos de reserva

plasmaticos, al contrario de lo esperable en situaciones de estrés.

En relacidn a los metabolitos plasmaticos, la glucosa plasmatica, indicador de
la respuesta secundaria al estrés, no mostré un cambio significativo entre los tres
grupos. Esto podria sugerir que la glucosa no es relevante para esta especie como
sustrato energético durante una situacién de estrés relacionada con la alimentacion.
Esta misma respuesta se ha observado con el lactato en acedias sometidas a otra
situacion de estrés diferente (Herrera et al., 2009). Sin embargo, las concentraciones
plasmaticas de lactato, triglicéridos y proteinas mostraron diferencias significativas
entre las estrategias programadas (con valores similares), y la estrategia de
autodemanda. Las concentraciones bajas de metabolitos encontradas en A podrian

deberse a una ingesta inadecuada de alimento, como se menciond anteriormente. Por
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otra parte, la ausencia de diferencias entre D y N coincide con resultados de trabajos
anteriores. En este sentido, Kitagawa et al. (2015) describieron en la pacama
(Lophiosilurus alexandri), que las diferentes estrategias programadas ensayadas fueron
capaces de optimizar la captura de alimento y los procesos digestivo y metabdlico,
pero no hubo diferencias entre ellas en cuanto al rendimiento y la supervivencia o los
niveles de glucosa y de proteina total en plasma. Ademads, también se ha descrito que
en situaciones de estrés crénico estos parametros metabdlicos pueden permanecer sin
variacion debido a una adaptaciéon del eje de estrés HPI (hipotalamo-pituitaria-

interrenal) (Herrera et al., 2015).

Por otro lado, contrariamente a los resultados aportados por el estudio de
Kitagawa et al. (2015), donde no se observaron diferencias en los niveles de cortisol
entre las estrategias diurna y nocturna, en nuestro trabajo encontramos que las
estrategias programadas mostraron valores totalmente opuestos, detectandose el mas
alto en D y el mas bajo en N. Segun los resultados obtenidos en este estudio, la
alimentacion durante la fotofase es incompatible con la alimentacion natural y otros
ritmos biolégicos de la acedia, lo que a su vez podria afectar el curso correcto de las
diferentes funciones fisioldgicas y el bienestar de los peces (Navarro et al., 2009). Los
ritmos naturales de secrecion, activacion o sintesis de enzimas digestivas y/o
metabdlicas estan estrechamente relacionados con el ritmo natural de alimentacion y
si este uUltimo no se considera correctamente, los ritmos fisioldgicos pueden verse
afectados (Sanchez-Muros, 2003). Por consiguiente, las estrategias A y D fueron

claramente las mas estresantes, y la primera también fue la menos eficiente.

Considerando de manera conjunta en nuestro estudio las diferentes
respuestas al estrés, las estrategias que presentaron las mayores concentraciones de
cortisol plasmatico (A y D) indujeron una respuesta terciaria al estrés caracterizada por
un déficit en el crecimiento, presentando A los valores mas bajos de SGR. Sin embargo,
no se puede afirmar que hubiera una respuesta secundaria clara ya que las
concentraciones de metabolitos plasmaticos no aumentaron después de la respuesta

primaria.
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En resumen, nuestros resultados sugieren que los ritmos diarios de la acedia
estan caracterizados por una actividad nocturna. Por otra parte, aunque esta especie
fue capaz de activar y usar comederos de autodemanda, este tipo de alimentacién no
resulté ser lo suficientemente adecuada en términos de crecimiento y bienestar. Por el
contrario, la alimentacién programada nocturna se asocié con los mayores niveles de
eficiencia de crecimiento y los niveles mas bajos de estrés y, por lo tanto, se considera
como la estrategia de alimentacién mds adecuada para la acedia. Estos nuevos datos
sobre el comportamiento v la fisiologia de la acedia podran resultar clave para futuros

estudios sobre su cria en cautividad.
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IDENTIFICACION DE COPING STYLES Y SU ASOCIACION CON ACTIVIDADES
ENZIMATICAS DEL METABOLISMO ENERGETICO EN ACEDIAS

(Dicologlossa cuneata).

Los resultados obtenidos en este capitulo experimental se encuentran en
preparacién para ser publicados en la revista Physiology and Behavior con la siguiente
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RESUMEN

El conocimiento de las variaciones individuales del comportamiento (coping
styles) puede ser una herramienta muy util para la acuicultura, ya que podria permitir
adaptar las condiciones de cultivo a las diferentes personalidades vy, asi, disminuir el
estrés en los peces y obtener una mejor produccion. El objetivo principal del presente
trabajo es la identificacion de patrones asociados a coping styles en la acedia
(Dicologlossa cuneata). Ademds, se ha evaluado la posible asociacion entre los
diferentes coping styles y algunas actividades enzimaticas del metabolismo energético.
Tras someter a las acedias a diferentes tests (adaptacion a un nuevo ambiente, del
“objeto novedoso”, de agresividad y de exposicién al aire), los resultados mostraron
una alta variabilidad interindividual en la adaptaciéon a un nuevo ambiente (CV=
90.92%), en la latencia para mostrar el primer intento de escape (CV=114.14%) y en el
nivel de cortisol (CV= 105.56%), demostrandose asi la existencia de coping styles en
esta especie. Se definieron dos personalidades diferentes: el grupo CS1 (individuos
reactivos) y el grupo CS2 (individuos proactivos). Los peces CS1 tardaron mas tiempo
en recuperar el apetito, reaccionaron antes a la exposicion al aire, emplearon mas
tiempo en intentar escapar de la red y lucharon un mayor nimero de veces para huir
de la exposicidn al aire, presentando niveles de cortisol plasmatico mas altos tras una
situacidn de estrés. Ademads, se detectaron diferencias significativas para la glucdégeno
fosforilasa (GPasa) que actua en la glucégenolisis, presentando el grupo CS1 los valores
mas altos (0.80 + 0.17 vs. 0.48 + 0.02 U mg prot™). En conclusidn, este estudio
demuestra por primera vez la existencia de coping style en Dicologlossa cuneata,
resultando efectivos los tests aplicados para esta identificacidon. Se observaron dos
grupos bien diferenciados con respuestas comportamentales y fisiolégicas especificas
que se ajustan a los patrones de proactivos y reactivos. Ademds estos grupos
demostraron diferencias en el metabolismo energético de los carbohidratos en estado

basal.

Palabras clave: coping style, metabolismo energético, cortisol, personalidad,

peces planos.
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4.1. INTRODUCCION

Los peces cultivados estan frecuentemente sometidos a agentes estresantes
derivados de las técnicas de produccion (clasificado, muestreos, labores de limpieza,
altas densidades, etc.). Sin embargo, la informacidén sobre cémo éstos afrontan dichas
situaciones y como les afecta, considerando ademas aspectos de comportamiento, es
escasa. Por ello, las investigaciones mas recientes sobre estrés en peces no se basan
Unicamente en mecanismos y procesos fisioldgicos, sino que también incluyen
aspectos de comportamiento. De esta forma ha surgido el concepto de coping style
(personalidad o temperamento). La mayoria de los autores coinciden en aceptar la
definicidon descrita por Koolhaas et al. (1999) que afirma que un coping style es un
conjunto coherente de respuestas fisioldgicas y comportamentales al estrés, que es
consistente en el tiempo y caracteristico de ciertos grupos de individuos. En base a
este concepto, éstos se clasifican segun sus respuestas en dos grandes tipos:
proactivos, aquellos individuos agresivos, que en general evitan los estimulos
negativos y que presentan bajos niveles de cortisol en sangre tras ser expuestos a
condiciones de estrés, y reactivos, que por el contrario presentan bajos niveles de
agresidon y evasion de estos estimulos negativos, presentando niveles mas altos de
cortisol (Brelin et al., 2005). Este concepto ha tomado relevancia en los ultimos afios y
los estudios basados en las variaciones individuales del comportamiento de los peces
se han incrementado notablemente en numerosas especies como trucha (Salmo
trutta) (Brelin et al., 2005), pez gato africano (Clarias gariepinus) (Martins et al., 2008),
halibut (Hippoglossus hippoglossus) (Kristiansen y Ferno, 2007), trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss) (@verli et al., 2006a,b), tilapia (Oreochromis niloticus) (Martins
et al., 2011b), lenguado (Solea senegalensis) (Silva et al., 2010; Martins et al., 2011a),
carpa (Cyprinus carpio) (Huntingford et al., 2010), lubina (Dicentrarchus labrax) (Ferrari
et al.,, 2014) y dorada (Sparus aurata) (Castanheira et al., 2013a, b; Herrera et al.,
2014).

Esta tendencia es debida a que el concepto de coping style esta intimamente
relacionado con aspectos de cultivo tan importantes como el bienestar y salud de los

peces y la susceptibilidad a desarrollar enfermedades (Martins et al., 2011b;
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Castanheira et al., 2013b). El conocimiento de los coping styles puede ser una
herramienta muy util desde un punto de vista practico para la acuicultura ya que
puede facilitar el entendimiento de la capacidad adaptativa individual y la
vulnerabilidad a enfermedades relacionadas con el estrés (Silva et al., 2010). Ademas,
conocer esa individualidad puede permitir tomar medidas correctoras que optimicen
el cultivo. Adicionalmente, trabajos recientes han probado que para estudios
fisioldgicos, una seleccion a priori de los diferentes coping styles facilitaria la
interpretacion de los datos al reducir la dispersién dentro de la poblacidon en estudio

(Rey et al., 2016).

La existencia de diferencias en el metabolismo entre individuos de las mismas
especie y/o poblacion también han sido atribuidas a coping styles (Abrahams &
Sutterlin 1999; Finstad et al. 2007; Huntingford et al., 2010; Killen et al., 2011; Martins
et al.,, 2011a; Herrera et al.,, 2014). Algunos de estos estudios relacionados con el
metabolismo energético se han basado en la medicién del consumo de oxigeno
mediante camaras de respirometria (Martins et al., 2011a; Herrera et al., 2014). Los
resultados demostraron que existian diferencias fisiolégicas entre los coping styles,
siendo los individuos que consiguieron mayor puntuacién en el test de riesgo los que
consumieron mas oxigeno. Otros trabajos han evaluado la variacion en las actividades
enzimdticas de vias metabdlicas relacionadas con la osmorregulacién, (dorada, Laiz-
Carrion et al., 2002, 2003; Sangiao-Alvarellos et al., 2003b, 2005a), el metabolismo
energético (acedia, Herrera et al., 2015) o del cerebro (trucha arcoiris, Sangiao-
Alvarellos et al., 2003a, 2004), bajo diferentes agentes estresantes (confinamiento,
altas salinidades, altas densidades, etc.). Sin embargo, hasta el momento no existe
ningun trabajo en que se haya estudiado la posibilidad de encontrar variaciones

semejantes asociadas a coping styles.

Se ha demostrado que la acedia presenta un comportamiento en cultivo
diferente al observado en pleuronectiformes afines a ella, ademas de valores altos de
indicadores de estrés fisiolégico (Herrera et al., 2014), por lo que se perfila como una

interesante especie para estudios sobre respuestas fisiolégicas y de comportamiento.
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En ese sentido, aun no existen datos sobre la posible individualidad con respecto a

comportamiento y fisiologia frente a situaciones de estrés.

Por tanto, el objetivo principal del presente trabajo es la identificacion de
patrones asociados a coping styles en la acedia. Para ello, se han estudiado las
respuestas integradas (fisiologia y comportamiento) al estrés. Ademas, se ha evaluado
la posible asociacion entre los diferentes coping styles y las actividades enzimaticas del

metabolismo energético.

4.2. MATERIALY METODOS

El presente estudio se realizd en las instalaciones del Centro IFAPA “Agua del
Pino” (Cartaya, Espafia). Se llevd a cabo en dos etapas: la primera para detectar la
posible existencia de diferentes coping styles en la acedia y la segunda para determinar
si existian diferencias en el metabolismo energético entre los posibles coping styles,
mediante el analisis de su actividad enzimdtica en higado. Todos los experimentos
descritos se realizaron de acuerdo con las Directrices del Consejo de la Unidén Europea
(2010/63 / EU) y del Gobierno espafiol (RD1201 / 2005, RD53 / 2013 y 32/2007) para el

uso de animales de laboratorio.

4.2.1. ldentificacidn de coping styles

Un total de 39 peces con un peso y longitud inicial de 26.07 + 1.03 gy 13.44 +
0.11 cm (media + SEM) fueron seleccionados al azar del tanque de alevines de las
instalaciones del centro. Los individuos fueron marcados por su cara ciega con cédigos
de colores. Se utilizaron cinco colores diferentes de tinta para tatuaje. Los colores
fueron inyectados mediante una aguja de insulina en la zona opuesta al abdomen vy
paralelos a la direccién del musculo y en la zona caudal (Rodiles et al., 2015) (Figura
4.1). Antes del marcaje, las acedias se anestesiaron individualmente con un bafo de 2-
fenoxietanol (Prolabo, VWR International, USA) a 0.2 mL/L durante 2-3 minutos. Con

este procedimiento, los peces alcanzaron el estado de anestesia quirurgica (Zahl et al.,
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2012). Tras el marcaje, los peces se mantuvieron bajo condiciones de cultivo
controladas durante dos semanas, hasta el inicio de los experimentos: fotoperiodo
constante 12L:12D, temperatura del agua de 20 + 1 °C en circuito abierto, tasa de
renovacion de agua de 150% diario y alimentacién ad libitum. Al comienzo del ensayo,
cada pez se transfirid a un tanque de poliéster (250 L y 0.5 m?), subdividido en dos
habitaculos mediante una plancha de PVC, y fueron mantenidos bajo las mismas
condiciones de cultivo (Figura 4.2). Posteriormente, siguiendo un cronograma previsto,
fueron sometidos a los siguientes tests: de adaptacion a un nuevo ambiente, del

“objeto novedoso”, de agresividad y de exposicidn al aire.

Figura 4.1. Acedias marcadas con pinturas al agua mediante inyeccidn subcutanea. Muestreo
biométrico.

4.2.2. Test de adaptacion a un nuevo ambiente

Para determinar la adaptacion de los peces a un nuevo ambiente se considero
la motivacion a alimentarse tras ser trasladados a un entorno nuevo (Brelin et al.,
2005; Martins et al., 2011c). Para ello se midio la ingesta diaria de alimento durante los
primeros 14 dias. Los peces fueron alimentados a mano diariamente (10:00 h), con
pienso comercial (60% proteinas, 37% lipidos, 3% carbohidratos) al 1% de su masa
corporal (de acuerdo con las tablas de alimentacién de otras especies de peces planos
suministradas por el proveedor de piensos, Skretting). La comida se distribuyd en los
tanques de manera aleatoria en cada toma. Pasadas las dos primeras horas, los pellets
sobrantes fueron retirados y contabilizados. El promedio de la comida ingerida se

calculé en base al niumero de pellets consumidos por cada individuo durante los
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primeros 14 dias (ADAPT: n? pellets consumidos durante las dos primeras horas

durante los primeros 14 dias).

Figura 4.2. Tanques de poliéster (250 Ly 0.5 mz), utilizados en los
ensayos de identificacion de coping style. Cada tanque estd dividido
en dos habitaculos.

4.2.3. Test del “objeto novedoso”.

Este test se llevd a cabo de acuerdo con el método de Castanheira et al.
(2013b), a los 30 dias desde la finalizacién del test de adaptacién a un nuevo ambiente
para asegurar una perfecta aclimatacion de los peces. Al inicio de la prueba se colocé
en el centro de un circulo de 10 cm de radio dibujado previamente en el fondo del
tanque, un cilindro de PVC (3 cm didmetro x 1.5 cm altura). A partir de ese momento
se contabilizaron el numero de veces que el pez entraba en el area delimitada por el
circulo durante 15 minutos (NENT) para un posible reconocimiento del objeto de PVC.
Los peces fueron grabados mediante una camara de video durante 1.5 h (Handycam

SONY DCR-SR32) para un andlisis posterior de su comportamiento.
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4.2.4. Test de agresividad

III

Un mes después del test del “objeto novedoso”, un individuo de la misma
especie fue introducido en el tanque (con un 50% de la biomasa del pez residente,
aproximadamente). Para este test, basandonos en la metodologia descrita por Brelin
et al. (2005), se contabilizaron por un lado la latencia del primer ataque (LATAT) y

| "

posteriormente el niumero de ataques realizados por el pez residente al “intruso”
(NAT) durante 3 minutos, comenzando desde el momento del primer ataque. Al igual
gue en el caso anterior, los peces fueron grabados con una camara de video durante

1.5 h.

4.2.5. Test de exposicidn al aire

Tras 30 dias desde la realizacion del test de agresividad, los peces fueron
sometidos a una prueba de estrés por exposicion al aire que consistié en mantener a
cada pez individualmente en una red fuera del agua durante 4 minutos. En este tiempo
se midieron los siguientes pardmetros: latencia de escape (LATESC) o tiempo en
segundos que necesitd cada pez para mostrar el primer intento de escape (los intentos
de escape fueron definidos como la elevacion del cuerpo desde la red), nimero de
intentos de escape (NESC) y tiempo total empleado en los intentos de escape (TESC:
tiempo total en segundos desde el primero hasta el ultimo intento de escape) (Silva et
al., 2010; Castanheira et al., 2013b). A continuacién el pez era devuelto a su tanque, y
tras 30 minutos se tomaron muestras individuales de sangre para medir el contenido
en cortisol plasmatico (CORT). La sangre era recogida por puncién desde el peduinculo
caudal mediante jeringas de heparina de 1 mL (25000 unidades de heparina con
amonio/3 mL solucién salina 0.9% NaCl, Sigma H6279). La sangre fue centrifugada para
la obtencién del plasma (3 minutos, 10000 g, 4 2C), congelada de manera instantanea
en N, liquido y mantenida a -80 2C hasta su posterior analisis. Previamente a la
extraccion de sangre, los peces eran anestesiados con 0.2 mL L™ de 2-fenoxietanol. Se

mantuvieron en ayuno 24 h antes de la realizacién de la prueba.
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4.2.6. Analisis de Cortisol

Los niveles de cortisol plasmatico fueron cuantificados mediante un kit ELISA
(EA65, Oxford Biomedical Research, MI, USA) modificado y adaptado para peces
(Herrera et al., 2014). Para ello el cortisol fue extraido desde 20 pl de plasma en 200 plL
de dietil éter. El limite inferior de deteccién (81% de unién) fue 0.1 ng mL™" de plasma.
El coeficiente de variacién entre los ensayos fue de 9.8%, mientras que el coeficiente
de variacidn intra-ensayo medio fue del 4.6%. El porcentaje medio de recuperacién fue
del 90%. lLa reactividad cruzada principal (>1%, dada por el proveedor) para el
anticuerpo anti cortisol se detectd con corticosterona (3.38%), cortisona (2.08%) y

desoxicorticosterona (2%).

4.2.7. Evaluacidn de las actividades enzimaticas hepaticas

Una vez finalizados los tests comportamentales, los peces fueron trasladados
a un tanque circular de fondo plano de 900 L y mantenidos bajo las condiciones de
cultivo controladas (ver apartado 2.1). Pasado un periodo de dos meses, los peces
fueron sacrificados con una sobredosis de anestésico (1 mL L* de 2-fenoxetanol) y
posteriormente se extrajo el higado de cada uno de ellos y se congeld en N, liquido a
-80 2oC, hasta su andlisis. El higado utilizado para la evaluaciéon de las actividades
enzimaticas fue, como describid previamente Herrera et al. (2015), homogeneizado
por sonicacién con 10 volimenes de tampén KF, 5 mmol L™ EDTA, 5 mmol L! EGTA 'y
un inhibidor de proteasas (P-2714, Sigma Aldrich, Madrid, Espafia). El homogeneizado
se centrifugd (30 minutos a 10000 g, Eppendorf 5415R) y el sobrenadante se usé en
ensayos enzimaticos. Las actividades enzimaticas se determinaron utilizando un
espectrofotémetro de microplacas Tecan Sunrise con el software Magellan v2.5 (Tecan
Austria, Salzburgo, Austria). La velocidad de reaccion de las enzimas se determind por
cambios en la absorbancia de NAD(P)H a 340 nm. Las reacciones se iniciaron mediante
la adicion al homogeneizado (15 plL) a una concentracidon de proteina preestablecida,
omitiendo el sustrato en pocillos de control (volumen final de 275-295 ul) y

permitiendo que las reacciones prosiguieran a 25 °C durante 5-15 minutos. Los analisis
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enzimaticos se realizaron bajo condiciones que cumplian los requisitos para
velocidades dptimas, seglin Arjona et al. (2009). Las condiciones especificas para las
mediciones de las actividades de Alanina aminotransferasa (AlaT, EC 2.6.1.2 ), Fructosa
6-bifosfatasa (FBPasa, EC 3.1.3.11), Glucégeno fosforilasa (GPasa, EC 2.4.1.1) y
Fosfofructoquinasa (PFK, EC 2.7.1.11) fueron las descritas en la bibliografia (Sangiao-
Alvarellos et al., 2003a,b; Laiz-Carridn, 2004; Sangiao-Alvarellos et al., 2005a; Polakof
et al., 2006; Polakof, 2008; Vargas-Chacoff et al., 2009). En resumen, las soluciones de

incubacidén y sustratos (todos ellos fueron adquiridos en Sigma Chemical) se presentan

en la Tabla 4.1.
ENZIMAS Solucion de incubacion Enzima Cofactor Sustrato
Imidazol 50 mM (pH=7.8)
Piridoxal fosfato 0.025 mM .
AlaT a-cetoglutarato 10 mM 0.02 U/uL LDH - 7.5 mM Alanina
NADH 0.2 mM
Imidazol 85 mM (pH=7.7) 2375 -
fosfoglucosa fructosa-1,6-2P
FBPasa MgCl,x6H,0 5 mM -
NADP® 0.5 mM 0.76 mU/pL 0.1mM
’ G6PDH
KH,PO4 50 mM
MgSO4x7H,0 27 mM 1 mU/uL PGM 50 mM
GPasa EDTA 19.5 mM 0.743 mU/uL Glucosa-1 6-2P 5 mg/ml Glucégeno
AMP 2.5mM G6PDH !
NADP'0.5 mM
Imidazol 100 mM (pH=8.25) 0.491 mU/uL
KCI 50 mM Aldolasa
MgCl,x6H,0 5 mM 4.916 mU/uL
PFK $SO4(NH,) 4 mM Triosa 5uM 0.1 mM Fructosa-6-P
ATP 1mM 0.983 mU/uL
NADH 0.15 mM GlycPDH

Tabla 4.1. Condiciones especificas para el ensayo de las enzimas utilizadas en este estudio.

4.2.8. Analisis de datos

Todos los grupos de datos fueron analizados mediante los tests de
Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk para comprobar la normalidad y el test de Levene

para la homocedasticidad. Las relaciones entre las variables fueron investigadas
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usando los coeficientes de correlacion de Pearson y Spearman para datos paramétricos
y no paramétricos, respectivamente. Al igual que Herrera et al. (2014) y Brelin et al.
(2008), para clasificar los individuos en diferentes grupos o coping styles se usé un
Analisis de Conglomerados (modelo en dos etapas, medida de log-verosimilitud de la
distancia, cinco variables, dos grupos). Las diferencias entre las variables, de acuerdo
con el resultado de los grupos obtenidos, se analizaron mediante una comparacién de
medias (t-Student) para conjuntos de datos normales y con varianzas homogéneas y
un test U de Mann-Whitney para el resto. El mismo procedimiento fue utilizado para
detectar diferencias entre las actividades enzimaticas analizadas. El nivel de
significancia para todos los andlisis estadisticos fue de 0.05. Los valores se encuentran

expresados como media + error estandar de la media (SEM).

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Existencia de coping styles

En la Tabla 4.2 se muestran los parametros estadisticos de cada variable
correspondientes a los ensayos realizados. Tanto para el test de agresividad como

Ill

para el test del “objeto novedoso”, los peces no mostraron ninguna reaccién ni frente
al objeto ni frente al “intruso” de la misma especie introducidos en el tanque, por lo
gue no se detectd ninguna respuesta. Sin embargo, se observd una alta variabilidad
interindividual especialmente en la adaptacién a un nuevo ambiente (CV= 90.92%), en
la latencia para mostrar el primer intento de escape (CV= 114.14%) y en el nivel de

cortisol (CV= 105.56%).

Las correlaciones entre las variables que se evaluaron en los test de
comportamiento (variables comportamentales) se muestran en la grafica 4.1. Los
resultados obtenidos indican que existia una correlacion significativa entre las
variables NESC y LATESC por un lado y NESC y TESC por otro, siendo negativa en el
primer caso y positiva en el segundo. Para la variable ADAPT no se observd ninguna

correlacion.
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Adaptacion .
Objeto .. . .
Test nuevo Agresividad Exposicion al aire
) novedoso
ambiente
ADAPT NENT LATAT NAT LATESC TESC NESC CORT
Media 3.03 0 0 0 65.20 30.61 11.61 10.6
SD 2.75 0 0 0 74.43 17.35 5.36 11.19
SEM 0.44 0 0 0 11.92 2.78 0.86 1.79
cv 90.92 0 0 0 114.14 56.68 46.21 105.56
Minimo 0 0 0 0 0 0 0 0.02
Maximo 9.57 0 0 0 240 95 25 34.98

Tabla 4.2. Media, desviacion tipica, error estandar, coeficiente de variacidon (%), valores maximos y
minimos de las variables consideradas en este estudio (n = 39): ADAPT: n2 pellets consumidos a las 2h;
NENT: n2 de entradas al circulo con “objeto novedoso”; LATAT (s): latencia de ataque al “intruso”; NAT:
nimero de ataques al “intruso”; LATESC (s): latencia de escape de la red; TESC (s): tiempo total
empleado escapando; NESC: n? intentos de escape; CORT (ng mL'l): cortisol plasmatico.

100

p=0.000
r=0.543

LATESC (s)

10

20

NESC (s)

30
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p=0.000
r=-0.570

Grafica 4.1. Gréficas de correlacion entre variables comportamentales LATESC (s): latencia de escape de
la red; TESC (s): tiempo total empleado escapando; NESC: n? intentos de escape; (n= 39). P: nivel de
significancia, r,: Coeficiente de correlacidon de Pearson.

En cuanto al cortisol plasmatico (CORT) y las variables comportamentales

(Grafica 4.2), se detectaron relaciones entre las variables ADAPT (correlacidon negativa)

y NESC (correlacion positiva).
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Gréafica 4.2. Gréaficas de correlacién entre variable fisiolégica (CORT (ng mL™): cortisol plasmatico) y
comportamentales (ADAPT: n2 pellets consumidos a las 2 h y NESC: n? intentos de escape. (n= 39)). P:
nivel de significancia, r;: Coeficiente de correlacidn de Pearson.

Mediante el analisis de conglomerados se obtuvieron dos grupos
diferenciados de individuos que se denominaron CS1 y CS2, en relacién a su
comportamiento vy fisiologia. Como se muestra en la Tabla 4.3, los CS1, a diferencia de
los CS2, emplearon menos tiempo en comenzar los intentos de escape frente a un
agente estresante, mostraron mas tiempo escapando de la red y mayor niumero de
intentos de escape y presentaron mayores niveles de cortisol en sangre tras esta
exposicidon al estresor. Sin embargo, en cuanto a la motivacién al alimento tras ser
transferidos a un nuevo ambiente, no se observaron diferencias entre grupos a lo largo

del experimento.

N ADAPT LATESC TESC NESC CORT

cs1 17 2.322 +0.62° 21.29+8.13°  41.64 +4.22° 16.41 +0.75° 15.85 + 2.60°

cs2 22 3.58+0.60° 99.13+17.05° 22.09+2.51°  7.09+0.72° 6.55+2.12"

Tabla 4.3. Resultados de los tests de comportamiento vy fisiologia de los diferentes grupos. Los valores
son la media + SEM (n=39). ADAPT: n2 pellets consumidos a las 2h; LATESC (s): latencia de escape de la
red; TESC (s): tiempo total empleado escapando; NESC: n? intentos de escape; CORT (ng mL™): cortisol
plasmatico. Diferentes letras en superindices indican diferencias significativas (p<0.05).
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4.3.2. Diferencias en el metabolismo energético de los coping styles

En la grafica 4.3 se resumen los resultados obtenidos al evaluar las actividades
enzimaticas del higado. En general, se observa una tendencia a que el grupo CS1
presente niveles de actividad mas elevados, aunque no siempre se alcanza
significacion estadistica. Con respecto a la enzima Alanina aminotransferasa (AlaT),
relacionada con el metabolismo de los aminoacidos, no se observaron diferencias. En
relaciéon a las enzimas que intervienen en el metabolismo de los carbohidratos, se
detectaron diferencias significativas para la glucogeno fosforilasa (GPasa) que actua en
la glucégenolisis, presentando el grupo CS1 los valores mas altos (0.80 + 0.17 vs. 0.48 +
0.02 U mg prot™), no encontrandose sin embargo diferencias para el resto, la fructosa
6-bifosfatasa (FBPasa) que interviene en la gluconeogénesis, y la fosfofructoquinasa
(PKF) que actua en la glucdlisis. Ademas, se detectd una fuerte correlacién positiva

entre todas las enzimas (Grafica 4.4).

1,8
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Gréfica 4.3. Resultados de la actividad enzimatica hepética (U mg prot™) de cada grupo. Las enzimas
son: Alanina aminotransferasa (AlaT), Fructosa 6-bifosfatasa (FBPasa), Glucégeno fosforilasa (GPasa) y
Fosfofructoquinasa (PKF). Los asteriscos indican diferencias significativas entre los grupos CS1 y CS2
(p<0.05). Los valores son media + SE (n=19).
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Grafica 4.4. Graficas de correlacidn entre las distintas enzimas hepaticas (U mg prot‘l). Las enzimas son:
Alanina aminotransferasa (AlaT), Fructosa 6-bifosfatasa (FBPasa), Glucdgeno fosforilasa (GPasa) y
Fosfofructoquinasa (PKF). P: nivel de significancia, r,: Coeficiente de correlacién de Pearson.
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4.4. DISCUSION

Para este estudio se selecciond una bateria de tests de aceptacidn general en
la literatura para detectar la existencia de coping style en peces, basandonos en las
caracteristicas de la especie. En trabajos previos realizados con lenguados (Silva et al.,
2010), en ningun caso se utilizaron tests relacionados con la agresién, ya que esta
especie parece ser poco agresiva. Sin embargo, al tener la acedia un comportamiento
muy distinto al del lenguado y en general al de otros peces planos, en este trabajo si se

Ill

tuvieron en cuenta. El test del “objeto novedoso” ha sido utilizado por numerosos
autores para diferenciar entre individuos atrevidos (proactivos) y timidos (reactivos)
segun la latencia a acercarse a éste y el nimero de veces que se acerca (Frost et al.,
2007; Martins et al., 2011c; Galhardo et al.,, 2012; Castanherira et al.,, 2013b). Sin
embargo, cuando se llevaron a cabo en este estudio los test de agresividad y del
“objeto novedoso”, no se observaron diferencias entre los individuos. Esta ausencia de
respuesta podria deberse a que, al igual que sucede con el lenguado (Martins et al.,
2011a), ni la exploracion ni la agresividad son rasgos caracteristicos del
comportamiento innato de la acedia. Cuando los resultados de los tests no muestran

respuestas o no son consistentes, no deberian ser considerados para determinar la

existencia de coping styles (Galhardo et al., 2012; Castanherira et al., 2013a).

Por otra parte, los resultados del resto de tests realizados y los altos
coeficientes de variacién obtenidos para determinadas variables (ADAPT=90.92;
LATESC=114.14; CORT=105.56) indicaron que los peces muestran significativas
variaciones individuales tanto en el comportamiento como en su fisiologia tras ser
expuestos a diferentes estimulos. Por tanto, tal y como se ha demostrado en estudios
anteriores donde los peces mostraron una pronunciada variacién individual (@verli et
al., 2007; Silva et al., 2010; Martins et al., 2011a,b), podemos afirmar por primera vez
la existencia de coping style en Dicologlossa cuneata y sugerir que los tests aplicados

para esta identificacion son efectivos.
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En base a los resultados se definieron dos personalidades diferentes: una
representada por el grupo CS1, donde los peces tardaron mds tiempo en recuperar el
apetito, reaccionaron antes a la exposicidn al aire, emplearon mas tiempo en intentar
escapar de la red y lucharon un mayor nimero de veces para huir de la exposicion al
aire, presentando niveles de cortisol plasmatico mas altos tras una situacion de estrés,
y la otra, constituida por el grupo CS2, donde por el contrario los peces recuperaron
mas rapidamente la ingesta de alimento en un nuevo ambiente, tardaron mas tiempo
en reaccionar al ser expuestos al aire, presentando un menor nimero de intentos de
escape durante esta exposicion y menos tiempo intentando escapar y mostraron

menores niveles de cortisol plasmatico tras ser sometidos a un agente estresor.

En nuestro estudio, los individuos que presentaron altas concentraciones de
cortisol post-estrés (caracteristica tipica de reactivos) presentaron un cardacter
luchador al ser expuestos al exterior. Los intentos de escape tanto de una red como de
un espacio confinado han sido utilizados para discriminar diferentes coping style en
diferentes especies de peces. Sin embargo, se han obtenido en ellos resultados
contradictorios. Mientras que en unos casos los individuos proactivos se han
caracterizado por presentar un alto nimero de intentos de escape cuando los peces
son mantenidos un periodo de tiempo en espacios pequefios como una red o
pequefias cajas (Silva et al., 2010; Martins et al., 2011c; Castanheira et al., 2013b), en
otros, al igual que en el presente estudio, este elevado nimero de intentos de escape

se ha atribuido al coping style reactivo (@verli et al., 2006a).

Los individuos que tardaron mas tiempo en escapar (con mayor latencia de
escape, LATESC) fueron también los que exhibieron menor numero de intentos de
escape. Ademas, la correlacidn entre esta variable y el nimero de intentos de escape
fue negativa. Esto coincide con lo observado en otras especies como el lenguado
senegalés (Martins et al., 2011c). Sin embargo, en esta especie este comportamiento
se entendidé como una respuesta pasiva (propia de individuos reactivos) hacia un estrés
agudo por confinamiento, mientras que en la acedia esta situacion tuvo lugar en el

grupo de individuos proactivos.

130



Capitulos Experimentales. Capitulo 4

Estos resultados contradictorios se han observado también en otros tests
realizados para discriminar coping styles. Asi, en un trabajo sobre el lenguado
(Castanheira et at., 2013b), los peces que necesitaron mads tiempo para recuperar el
apetito en un nuevo ambiente fueron aquellos que intentaron escaparse de la red un
mayor numero de veces, mientras que en tilapia (Martins et al., 2011c) y en trucha
(@verli et al., 2006a), los que realizaron un mayor niumero de intentos de escape se
adaptaron antes al nuevo habitat. Dicha disparidad de resultados puede ser debida al
comportamiento especifico de la especie y/o a experiencias previas (por ejemplo,
experiencias sociales, antecedentes nutricionales) a las que los peces fueron expuestos
antes del inicio de los experimentos (Castanheira et al., 2013b). Galhardo et al. (2012)
llegaron a determinar que en las especies altamente sociales, los rasgos de
personalidad pueden variar con el contexto social y cuando esto sucede, es crucial
tener en cuenta el entorno social al evaluar los rasgos de personalidad. En muchos de
los estudios nombrados con anterioridad los tests realizados se han hecho de manera
individual, por lo que el entorno social ha cambiado. Por el momento no hay estudios
que demuestren la existencia de un comportamiento social en la acedia, pero si se ha
observado durante la realizacién de este estudio que ésta es una especie que en
situaciones de aislamiento no presenta la tipica actividad natatoria que se observa en
grupo, sino todo lo contrario, permanece estatica en el fondo del tanque. Este cambio
en su comportamiento podria ser interpretado, tal y como proponen Galhardo et al.
(2012), como una variacién de sus rasgos de personalidad al variar su contexto social.
Por lo tanto, habria que tener en consideracién la realizacion de tests grupales y sus
resultados antes de describir las caracteristicas que definen a cada uno de los coping
styles. Adema3s, existen otros aspectos como la edad y nuevas condiciones ambientales
que podrian producir cambios en estas caracteristicas (Castanheira et al., 2017). Por

ello trabajos futuros podrian tener la finalidad de analizar estos rasgos en grupos.

En base a la variabilidad inter-especifica en cuanto a los resultados de los tests
y teniendo en cuenta que la reaccion del eje Hipotalamo-Pituitaria-Interrenal (HPI)
como respuesta fisioldgica al estrés es considerada como una de las diferencias mas

significativas entre los individuos proactivos y reactivos (Castanheira et al., 2013b),
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siendo los individuos proactivos los que presentan mayores niveles de cortisol
plasmatico tras ser expuestos a un agente estresante, en nuestro caso podriamos
identificar a los peces pertenecientes al grupo CS1 como reactivos y a los incluidos en

el grupo CS2 como proactivos.

Uno de los objetivos de nuestro trabajo fue determinar si podrian detectarse
diferencias metabdlicas entre los diferentes coping styles identificados. Para ello, se
midié la actividad enzimatica de ciertas enzimas hepaticas relacionadas con el
metabolismo de carbohidratos y de aminoacidos en estado basal. Hasta el momento,
los estudios que se han llevado a cabo han analizado cémo ciertas situaciones
estresantes pueden provocar cambios en el metabolismo (diferentes osmolaridades,
Sangiao-Alvarellos et al.,, 2003; cambios en la densidad de cultivo y en Ia
administracion del alimento, Sangiao-Alvarellos et al., 2005; Herrera et al 2015;
estados de hipo e hiperglucemia, Conde-Sieira et al.,, 2015), o la relacién entre el
metabolismo energético y los coping styles pero tras someter a los individuos a un

agente estresante (Martins et al., 2011; Herrera et al., 2014).

En nuestro caso, por primera vez se han estudiado diferencias individuales en
el metabolismo energético en estado basal. Los resultados de nuestro estudio
demostraron que los diferentes coping style presentaron diferencias significativas para
la actividad de la enzima GPasa, responsable de controlar el catabolismo del glucégeno
a glucosa 1-fosfato (Moon et al. 1999) y de mantener la homeostasis de la glucosa
plasmatica, presentando los individuos reactivos (CS1) niveles mas elevados de
actividad enzimatica que los proactivos (CS2). Los individuos del grupo CS1 se
caracterizaron por tener un elevado numero de intentos de escape de la red al ser
expuestos al aire y por presentar un alto contenido de cortisol en plasma tras la
exposicién al agente estresante. Es probable que este grupo de peces reactivos, en una
situacidn no estresante también presenten mayores niveles de cortisol plasmatico, tal
y como se ha descrito para lenguado (Silva et al., 2010). Esos niveles basales de cortisol
podrian indicar una mayor actividad y un mayor gasto energético diario, lo que

explicaria una mayor actividad de la GPasa en higado, ya que el metabolismo del
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glucégeno es la principal fuente de energia tanto en vertebrados como en
invertebrados (Oliveira et al., 2005; Chang et al., 2007) y la degradacion del glucégeno

es principalmente iniciada por la Glucégeno fosforilasa (GPasa).

En conclusion, este estudio demuestra por primera vez la existencia de coping
style en Dicologlossa cuneata, resultando efectivos los tests aplicados para esta
identificacion, en especial el de adaptacidon a un nuevo ambiente y el de exposicion al
aire. Se observaron dos grupos bien diferenciados con respuestas comportamentales y
fisioldgicas especificas que se ajustan a los patrones de proactivos y reactivos. Ademas
estos grupos demostraron diferencias en cuanto a su actividad enzimatica en el
metabolismo energético de los carbohidratos en estado basal, concretamente para la

actividad hepatica glucégeno fosforilasa (GPasa) relacionada con la glucégenolisis.
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IV. DISCUSION GENERAL

El objetivo general de los diferentes estudios que conforman esta Tesis es
profundizar en el conocimiento de pardmetros de cultivo de la acedia tan importantes
como la densidad y la alimentacion y su fisiologia del estrés, asi como de las respuestas
integradas de fisiologia y comportamiento al estrés, debido a su importancia para la
optimizacidn del cultivo. Para ello, se han estudiado los efectos de distintas densidades
en diferentes fases del cultivo con el fin de determinar por una parte si los altos niveles
de cortisol descritos en juveniles de acedia estadn presentes desde las etapas
tempranas de su desarrollo o se deben a las condiciones de cultivo y, por otra,
mediante el estudio del metabolismo intermedio, establecer un indicador de estrés
cronico para esta especie. Asi mismo, se han determinado los ritmos diarios de
alimentacion y de actividad locomotora de la especie y la estrategia alimentaria mas
adecuada con relacion a la fisiologia del estrés. Por ultimo, en base a las respuestas
integradas (fisiologia y comportamiento) se han identificado diferentes coping styles
con respuestas comportamentales y fisioldgicas especificas, y se han detectado
diferencias en las actividades enzimaticas del metabolismo energético de cada uno de

ellos.

Los resultados obtenidos en el estudio sobre desarrollo larvario mostraron
que aunque la acedia en el momento de la eclosién no presentd altas concentraciones
de cortisol total en el cuerpo en comparaciéon con el resto de especies estudiadas
(King y Berlinsky, 2006; Bolasina et al., 2006; Simontacchi et al., 2009; Peterson y
Booth, 2010; Bertotto et al., 2011; Pavlidis et al., 2011; Zubair et al., 2012), conforme
iban pasando los dias, estos valores de cortisol en situaciones supuestamente no
estresantes iban incrementandose hasta situarse en uno de los mas altos descritos en
la literatura, tal y como se detallé para la fase juvenil (Herrera et al 2009a,b). Por
tanto, los altos valores de cortisol de esta especie en cautividad parecen estar
presentes de manera constitutiva desde la fase larvaria. Las larvas sometidas a
diferentes densidades de cultivo (baja, media y alta) presentaron aumentos de los

niveles de cortisol a los 30 DDE en todas las densidades ensayadas, aunque no se
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observaron diferencias significativas entre estos valores. Sin embargo, al final del
experimento (45 DDE), los niveles hormonales fueron significativamente mas elevados
en ADC (altas densidades de cultivo) que en BDC (bajas densidades de cultivo) por lo
gue se puede considerar la alta densidad de cultivo como un agente estresante a partir

de ese momento.

A pesar de que, tal como se ha demostrado en nuestro estudio larvario, el
cortisol es ampliamente aceptado como indicador de estrés en peces (Wendelaar
Bonga, 1997), en la experiencia con juveniles de acedia sometidos a un estrés crdnico
por altas densidades de cultivo se observé que esta hormona no sufrid variaciones
significativas para este estresor. Esto podria deberse a que determinadas situaciones
de estrés cronico pueden causar una hiporregulacion de Ila hormona
adrenocorticotropa y/o los receptores del cortisol inhibiendo asi la respuesta al estrés
endocrino (Wendelaar Bonga, 1997; Santos et al., 2010). Por este motivo, como
alternativa al cortisol se evalud por primera vez en peces planos la actividad de ciertas
enzimas del musculo e higado relacionadas con el metabolismo de carbohidratos y de
aminodcidos (hexoquinasa HK, glutamato deshidrogenasa GDH, gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa G3PDH vy lactato deshidrogenasa LDH) bajo diferentes
densidades de cultivo. Los resultados sugieren que las enzimas musculares HK y GDH
podrian ser consideradas como indicadores fiables de estrés para esta especie, al

menos en situaciones de estrés cronico relacionado con la densidad de cultivo.

Sin embargo, en los estudios en los que se sometié a larvas a diferentes
densidades de cultivo y a juveniles a distintas estrategias alimentarias, el cortisol si fue
un buen indicador de estrés, observandose diferencias significativas entre las distintas
situaciones estudiadas, encontrandose mayores niveles de cortisol en las larvas
sometidas a altas densidades y en los juveniles alimentados bajo autodemanda. Asi
pues, en conjunto nuestros resultados muestran que en estudios de fisiologia del
estrés en esta especie podria ser adecuado analizar tanto el cortisol plasmdtico como
la actividad de las enzimas musculares HK y GDH como indicadores de estrés,

obteniéndose asi resultados mas concluyentes.
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Cuando se analizaron las diferentes estrategias de alimentacién en juveniles,
los resultados indicaron que la estrategia mas adecuada para la acedia fue la
programada nocturna, presentando mayores tasas de crecimiento, supervivencia y
eficiencia alimentaria y valores de cortisol muy bajos en comparacion con las
estrategias programada diurna y autodemanda. En las condiciones en las que se realizo
el tratamiento de alimentacidén programada nocturna los peces conocian el momento
en el que el alimento les iba a ser suministrado, evitando asi el estrés que puede
suponer una alimentacion al azar o por autodemanda (Kulczykowska y Sanchez-
Vazquez, 2010). Ademas se encontraban en condiciones de baja densidad de cultivo,
ya que todo el estudio se realizd en estas condiciones para asegurar la supervivencia.
Estos resultados sugieren que estas condiciones de cultivo (baja densidad vy
alimentacion programada nocturna) supusieron niveles de estrés muy reducidos a los
peces. Sin embargo, en el estudio realizado en larvas cultivadas bajo diferentes
densidades de cultivo, las larvas a los 30 DDE presentaron en todos los tratamientos
valores de cortisol muy superiores a los observados en larvas recién eclosionadas. Esto
lleva a considerar que en las condiciones en las que se cultivaron las larvas podria
existir algin agente estresante (momento de suministrar el alimento, tipo de
alimentacion, cantidad de alimento, etc.) que hizo aumentar los valores de cortisol.
Por lo tanto, los altos valores de cortisol observados en los cultivos desde la fase
larvaria en esta especie parecen estar relacionados con las propias condiciones de

cautividad.

A la acedia se la ha considerado como una especie con una actividad natatoria
continua a lo largo del dia, a diferencia de otros pleuronectiformes como el lenguado
senegalés o el rodaballo (Herrera et al., 2008, 2009). Sin embargo, no se ha
determinado aun si este es un comportamiento intrinseco de la especie o si, por el
contrario, también deriva de las condiciones de cautividad. Aunque para esta Tesis
cuando se analizé el ritmo locomotor diario de la acedia en el capitulo experimental 3
solo se mostraron los resultados que se obtuvieron con los peces sometidos a
alimentacion por autodemanda, paralelamente, con idea de recabar mas informacion,

también se analizé el comportamiento locomotor de los peces alimentados de manera
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programada durante la noche. Los resultados mostraron que del mismo modo que
sucedio en la estrategia de autodemanda, éstos presentaron cierta actividad natatoria
durante el dia. Si en base a las altas tasas de crecimiento, supervivencia y eficiencia
alimentaria y a los bajos valores de cortisol plasmaticos obtenidos se considera que en
la estrategia nocturna los peces no se vieron sometidos a ningln agente estresante
determinante, y teniendo en cuenta que se observd una actividad natatoria durante el
dia de un 25% (en lenguado Solea senegalensis tan solo se ha observado un 15% de
actividad locomotora durante la fase de luz, siendo considerado también una especie
nocturna (Bayarri et al., 2004)) se podria concluir que, a pesar de tener un
comportamiento locomotor nocturno, la destacable actividad natatoria durante el dia
aparece como una caracteristica propia de la especie y no de las condiciones de

cautividad.

En cuanto a los metabolitos plasmaticos (glucosa, lactato, proteinas y
triglicéridos), a pesar de haber sido también empleados en varios trabajos sobre
soleidos como indicadores de la respuesta secundaria al estrés (Arjona et al., 2009;
Costas et al., 2008), en los estudios realizados durante esta Tesis y en otros anteriores
sobre esta especie (Herrera et al., 2009b) no variaron significativamente entre los
tratamientos. Se ha descrito que en situaciones de estrés crénico estos parametros
metabdlicos no cambian debido a la aclimatacién del eje hipotdlamo-pituitaria-
interrenal (HPI) (Montero et al., 1999; Procarione et al.,, 1999; Haukenes y Barton,
2004; Barton et al., 2005). Asi pues, para el caso de una especie como la acedia, los
metabolitos plasmaticos no se pueden considerar buenos marcadores en estudios

sobre la fisiologia del estrés.

Por lo tanto, considerando de manera conjunta las respuestas al estrés de la
acedia en base a los resultados de esta Tesis, podemos concluir que en cuanto a la
respuesta primaria se observé un aumento en los niveles de cortisol, aunque habria
que puntualizar que este aumento no tuvo lugar en todos los estudios realizados. Con
respecto a la respuesta secundaria al estrés, por la cual se producen cambios
metabdlicos en el organismo orientados a recuperar la homeostasis, se observd un

aumento de la actividad enzimatica, concretamente para el caso de las enzimas
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musculares HK y GDH. Sin embargo, no se observé un aumento de las concentraciones
de metabolitos plasmaticos tras tener lugar la respuesta primaria. Finalmente, la
respuesta terciaria se caracterizd por un déficit en el crecimiento y una alta tasa de
mortalidad, respaldandose asi la idea apoyada por muchos autores de que tanto el
aumento de la densidad de cultivo como una estrategia alimentaria inadecuada
pueden activar el sistema de estrés y afectar negativamente al crecimiento y a la tasa
de supervivencia de los peces. (Madrid et al., 2001; Ellis et al., 2002; Herrero et al.,
2005; Sangiao-Alvarellos et al., 2005b; Bjérnsson y Olafsdéttir, 2006; Navarro et al.,
2009; Sammouth et al., 2009; Santos et al., 2010).

Con respecto a la identificacion de coping style en acedia, en esta Tesis se
muestra por primera vez la existencia de dos grupos bien diferenciados con respuestas
comportamentales y fisioldgicas especificas en esta especie. En la literatura ha
guedado ampliamente justificado el creciente interés por estudiar estas respuestas
integradas ante el estrés por su importante relacién con la productividad de la especie,
la salud y la vulnerabilidad a enfermedades y el bienestar (Martins et al., 2011b;
Castanheira et al., 2013b). Descubrir que la acedia tiene diferentes comportamientos

frente a una misma situacion es de gran interés para profundizar en su conocimiento.

Para la identificacién de coping style en acedias, se realizaron cuatro tests
individuales frecuentemente citados en la bibliografia (Brelin et al., 2005; Silva et al.,
2010; Martins et al., 2011c; Castanheira et al., 2013b). En base a ellos se identificaron
dos grupos, el CS1 definido como reactivos, que tardaron mas tiempo en recuperar el
apetito en un nuevo ambiente, con un cardcter luchador frente a un estresor
(exposicion al aire) y altos niveles de cortisol plasmatico tras el estresor, y el CS2
compuesto por individuos proactivos, que recuperaron mas rapidamente la ingesta de
alimento, lucharon menos en la red y presentaron niveles de cortisol plasmatico
inferiores. La consecuencia que tiene la diferenciacién de coping styles en acuicultura
estd muy relacionada con el bienestar animal, ya que gracias a ella se puede conocer
como responden bajo condiciones de estrés cada una de estas personalidades y asi
adaptar en la medida de lo posible las condiciones de cultivo a sus necesidades con el

fin de disminuir el estrés en los peces y obtener una mejor produccion (Castanheira et
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al., 2017). De esta manera, aplicando esto al cultivo de la acedia se podria tener en
cuenta, por ejemplo, que los individuos reactivos con la caracteristica de adaptarse
mejor a un nuevo ambiente sufririan menos estrés al ser trasladados a nuevas zonas
de cultivo (tanques con mayor superficie, otras zonas de las instalaciones, etc.). Por
otra parte, estos individuos sufririan mayor estrés en los procesos de manipulacion
(muestreo, marcaje, estabulacion, etc.) ya que presentan mayores niveles de cortisol
plasmatico tras un estrés agudo. Toda esta informacion permitiria tomar medidas

preventivas en el manejo del cultivo mejorando asi el bienestar en los peces.

La caracterizacién de coping style en peces es un trabajo costoso en el que se
emplea mucho tiempo. Para ello se realizan tanto test individuales como grupales. En
estos ultimos se pueden caracterizar un gran nimero de peces a la vez, por lo que se
consideran tests mas rapidos. En esta Tesis tan sélo se realizaron test individuales por
tratarse de una primera aproximacion a los coping styles en esta especie. No obstante,
para poder definir con mayor exactitud los perfiles de los individuos reactivos y
proactivos en la acedia seria necesario, ademas, la realizacién de tests grupales, ya que
los rasgos de personalidad pueden variar con el contexto social (Galhardo et al., 2012)
y, posteriormente, valorar conjuntamente las respuestas. Trabajos futuros deberian
estar enfocados a determinar qué tipos de tests grupales son efectivos para esta

especie.

Resulta especialmente interesante que en nuestro estudio sobre las
estrategias de alimentacién en juveniles pudo observarse que los peces sometidos a
una alimentacién por autodemanda presentaron altos niveles de cortisol plasmatico,
posiblemente por el hecho de que debian mantener un estado de alerta constante
para conseguir el alimento (Kulczykowska y Sanchez-Vazquez, 2010), lo que indica que
los peces bajo estas condiciones de cultivo se encuentran bajo una situacidon de estrés.
Como consecuencia de esta situacion, a lo largo del desarrollo del estudio los peces
perdieron peso y presentaron una alta tasa de mortalidad. Sin embargo, los niveles de
demandas permanecieron constantes hasta el final del experimento. Como ya se habia

observado antes en otras especies (Alanara et al., 1993; Brannas et al., 1993; Coveés et
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al., 2006) esto podria deberse a la existencia de una jerarquia social en el tanque,
donde podrian concurrir dos grupos de peces con diferentes comportamientos, siendo
uno de ellos el que realizé las demandas. Ademas, cabe suponer que los peces de este
grupo permanecieron vivos hasta la finalizacién del ensayo, lo que explicaria que las
demandas se produjeran hasta ese momento. Esta diferencia en el comportamiento
frente a una situacion de estrés (alimentacion por autodemanda) refuerza la idea de la
existencia de coping styles en Dicologlossa cuneata, y apuntaria a que un coping style
determinado fuera el responsable de activar los comederos. Para ello, habria que
definir los representantes de cada grupo y concluir si también existen diferencias
fisioldgicas entre ellos, aspectos que no pudieron determinarse por no estar los peces
diferenciados individualmente. Futuros trabajos con comederos de autodemanda en
los que los peces estuvieran marcados con PIT-tag y agrupados en base a sus
respuestas comportamentales y fisioldgicas serian muy interesantes para completar

toda la informacion que hasta el momento se ha obtenido en este estudio.

En resumen, los estudios que se han llevado a cabo a lo largo de esta Tesis
doctoral han proporcionado una informacién muy valiosa para mejorar la metodologia
de cultivo de la acedia, especialmente en lo referente a las respuestas fisioldgicas y de
comportamiento al estrés y su relacion con las condiciones de cultivo. Todo ello
supondra una mejora en el bienestar animal que repercutira de manera positiva en la
productividad acuicola y en el mantenimiento en cautividad de especies amenazadas

por la sobreexplotacidn pesquera.
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Los altos valores de cortisol detectados desde la fase larvaria de D. cuneata
(después de los 30 DDE) parecen estar relacionados con las propias condiciones

de cautividad.

La alta densidad de cultivo puede ser un agente estresante a partir de los 45
DDE, ya que desde ese momento se detectan respuestas al estrés por dicho

estresor.

En la fase juvenil, el cortisol es un buen indicador de estrés por densidades de
cultivo en estudios a corto plazo, no siendo asi cuando se trata de un estrés

cronico. En ese caso lo son las enzimas musculares HK y GDH.

En estudios sobre la fisiologia de estrés de la acedia, los metabolitos plasmaticos
(glucosa, lactato, triglicéridos, proteinas) no pueden ser considerados buenos

marcadores de estrés.

En condiciones de cultivo, los ritmos diarios de la acedia (alimentario y

locomotor) estan caracterizados por una actividad nocturna.

D. cuneata presenta cierta actividad natatoria durante el dia, pareciendo ser un
comportamiento propio de la especie y no derivado de las condiciones de

cautividad.

La alimentacién programada nocturna se considera como la estrategia de

alimentacion mas adecuada para la acedia, asociandose con los mayores niveles

de eficiencia de crecimiento y los niveles mas bajos de estrés.
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10.

11.

Aunque la acedia es capaz de activar y usar comederos de autodemanda, este
tipo de alimentacién no parece ser lo suficientemente adecuada en términos de

crecimiento y bienestar.

La acedia presenta diferentes coping styles o personalidades. Los tests de
adaptacion a un nuevo ambiente y de exposicidn al aire son los mas efectivos a la

hora de discriminar entre los diferentes tipos de coping styles.

Se han identificado dos coping styles, el CS1, definido como peces reactivos, que
tardan mas tiempo en recuperar el apetito en un nuevo ambiente, con un
caracter luchador frente a un estresor (exposicion al aire) y altos niveles de
cortisol plasmatico tras el estresor, y el CS2, compuesto por individuos
proactivos, que recuperan mas rapido la ingesta de alimento, luchan menos en la
red y presentan niveles de cortisol plasmatico inferiores tras la exposicion al

agente estresante.

Los coping styles manifiestan diferencias entre los niveles de algunas actividades

enzimaticas relacionadas con el metabolismo energético como la glucégeno

fosforilasa (GPasa), que inicia la glucogenolisis.
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Anexos. Abreviaturas

ACTH

ADAPT

ADC
ADN
ADP
AMP
ARN;
ATP
BDC
CORT
CRF

Ccv

DADP
DC
DDE

EDTA

VII. ANEXOS

ABREVIATURAS

Autodemanda

Hormona Adrenocorticotropa

Adaptaciéon a Nuevo Ambiente

Alta Densidad de Cultivo

Acido Desoxirribonucleico
Adenosina Difosfato

Adenosina Monofosfato

Acido Ribonucleico Transferente
Adenosina Trifosfato

Baja Densidad de Cultivo

Cortisol Plasmatico

Factor Liberador de Corticotropina
Coeficiente de Variacion
Alimentacién Programada Diurna
Desoxiadenosina Difosfato
Densidad de Cultivo

Dias Después de la Eclosion

Acido Etilen Diamino Tetraacético (Ethylenediamine

Tetraacetic Acid)
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EGTA

ELISA

FBPasa
FER
GAS
GDH
GlycPDH
G3PDH
G6PDH
HK
HPA
HPI
HSC

IDAPES

IFAPA
IHS

K
LATAT
LATESC
LDH

MAPAMA

Acido Etilen Glicol Tetraacético (Ethylene Glycol

Tetraacetic Acid)

Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas
(Enzyme-Linked Inmunosorbent Assay)
Fructosa-1,6-Bifosfatasa (EC 3.1.3.11)

Tasa de Eficiencia Alimenticia (Feed Efficiency Ratio)
Sindrome de Adaptacion General

Glutamato Deshidrogenasa (EC 1.4.1.2)

Glucégeno Fosfato Deshidrogenasa

Gliceraldehido 3-Fosfato Deshidrogenasa (EC 1.1.1.8)
Glucosa-6-Fosfato Deshidrogenasa (EC 1.1.1.49)
Hexoquinasa (EC 2.7.1.11)
Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal

Hipotdlamo- Pituitaria -Interrenal
Hipotalamo-Simpatico-Cromafin

Sistema de Informacién Andaluza sobre datos de

Comercializacion y Produccion Pesquera

Instituto de Investigacion y Formacién Agraria y Pesquera
indice Hepatosomatico

Factor de Condicidn

Latencia de ataque al “intruso”

Latencia de Escape de la red

Lactato Deshidrogenasa (EC 1.1.1.27)

Ministerio de Agricultura y Pesca, Alimentacion y Medio

Ambiente
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MDC

MLE

N
NADH
NADP*

NAD(P)H

NAT
NENT
NESC

OIE

PBS
PGM
SD
SEM
SGR
TESC
uv
VB

TS

Media Densidad de Cultivo

Estimacion de Méaxima Probabilidad (Maximum Likelihood

Estimation)

Alimentacién Programada Nocturna

Nicotinamida Adenina Dinucleétido (forma reducida)
Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato

Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato (forma

reducida)

Numero de ataques al “intruso”

Numero de entradas al circulo con el objeto novedoso
Numero de Intentos de Escape

Organizacion Mundial para la Salud Animal

Nivel de Significancia

Tampon fosfato salino

Fosfoglucomutasa

Desviacion Tipica

Error Estandar de la Media (Standard Error of the Mean)
Tasa de Crecimiento Especifico (Specific Growth Rate)
Tiempo Total Empleado Escapando

Ultravioleta

Variacién de la Biomasa

Tasa de Supervivencia
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PALABRAS CLAVE

Actividad enzimatica;
Alta densidad de cultivo;
Coping style;

Cortisol;

Ritmos diarios;
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Figura 2.1. Extraccion de higado de juvenil de acedia.

Figura 2.2. Lector de microplacas Tecan Sunrise.

Figura 3.1. Comedero Arvo-Tec T Drum 2000 feeder (Finlandia). Detalle del sensor de

infrarrojos (Innovaqua IR 020-1) incluido en el cilindro de plastico.
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Figura 4.1. Acedias marcadas con pinturas al agua mediante inyeccidén subcutanea.

Muestreo biométrico.

Figura 4.2. Tanques de poliéster (250 L y 0.5 m?), utilizados en los ensayos de

identificacion de coping style. Cada tanque estd dividido en dos habitaculos.
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y alta (ADC) densidad de cultivo. Las barras blancas, grises y negras son para 0, 30 y 45
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Grafica 2.2. Distribucion de la supervivencia registrada para especimenes de D.

cuneata mantenidos bajo diferentes densidades de cultivo (BDC: baja densidad de
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cultivo; MDC: media densidad de cultivo; ADC: alta densidad de cultivo) durante 197

dias.

Grafica 2.3. Actividad de enzimas hepaticos (media + SEM; n=10) en especimenes de D.
cuneata mantenidos bajo diferentes densidades de cultivo (BDC: baja densidad de
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Grafica 3.3. Promedio diario de la actividad locomotora de la acedia sujeta a
autodemanda (A). Las barras blancas y negras en la parte superior de las graficas
representan las fases de luz y oscuridad (12:12 LD), respectivamente. Cada punto
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Grafica 3.5. Cortisol plasmatico en acedias sometidas a diferentes estrategias
alimentarias: Autodemanda (A), programada nocturna (N) y programada diurna (D).

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05; n = 30; mean + SEM).

Grafica 3.6. Metabolitos plasmaticos en acedias sometidas a diferentes estrategias
alimentarias: Autodemanda (A), programada nocturna (N) y programada diurna (D).

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05; n = 30; mean + SEM).

Grafica 4.1. Gréficas de correlacién entre variables comportamentales LATESC (s):
latencia de escape de la red; TESC (s): tiempo total empleado escapando; NESC: n?
intentos de escape; (n= 39). P: nivel de significancia, r;: Coeficiente de correlacién de

Pearson.
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intentos de escape. (n= 39)). P: nivel de significancia, r;: Coeficiente de correlacion de

Pearson.

Grafica 4.3. Resultados de la actividad enzimatica hepatica (U mg prot™) de cada grupo.
Las enzimas son: Alanina aminotransferasa (AlaT), Fructosa 6-bifosfatasa (FBPasa),
Glucégeno fosforilasa (GPasa) y Fosfofructoquinasa (PKF). Los asteriscos indican
diferencias significativas entre los grupos CS1 y CS2 (p<0.05). Los valores son media + SE

(n=19).

Grafica 4.4. Graficas de correlacion entre las distintas enzimas hepéticas (U mg prot™).
Las enzimas son: Alanina aminotransferasa (AlaT), Fructosa 6-bifosfatasa (FBPasa),
Glucégeno fosforilasa (GPasa) y Fosfofructoquinasa (PKF). P: nivel de significancia, rs:

Coeficiente de correlacion de Pearson.
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ASPECTOS ETICOS

Los animales que se han utilizado para el desarrollo de esta Tesis han sido
acedias producidas en su totalidad en el Centro IFAPA “Agua del Pino”, cultivadas bajo
condiciones normales de mantenimiento. En ningin momento se ha utilizado animales
modificados genéticamente ni se han aplicado modificaciones genéticas en el
desarrollo de los ensayos. Durante el trascurso de los experimento se han aplicado las
Directrices del Consejo de la Unidn Europea (2010/63 / EU) y del Gobierno espafiol
(RD1201 / 2005, RD53 / 2013 y 32/2007) para el uso de animales de laboratorio.
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ASISTENCIAS A JORNADAS Y REUNIONES CIENTIFICAS

Jornada técnica final del proyecto “PROMAR: Cooperacion Algarve-Andalucia para
la promocion de recursos acuicolas marinos en el litoral Suratlantico” celebrada en

Cartaya el 22 de septiembre de 2008.

Jornadas de Puertas Abiertas en el Centro IFAPA Agua del Pino (Semana de La

Ciencia). Desde 2009 hasta 2013, un dia al afio.

Xll Congreso Nacional de Acuicultura, celebrado en Madrid del 24 al 26 de

noviembre de 2009.

V Jornadas de “Acuicultura en el Litoral Suratlantico” organizadas por el Instituto
de Investigacion y Formacion Agraria y Pesquera (IFAPA), celebradas en el centro

cultural de la Villa, Cartaya, los dias 15 y 16 de abril de 2010.

Jornadas de Puertas Abiertas 2010. Centro IFAPA Agua del Pino, Huelva. Dia 11 de
Noviembre de 2010.

Jornada técnica final del proyecto “ECOAQUA: Establecimiento de una red de
cooperacion transfronteriza para la utilizacion de sistemas de produccion
ecoldgicamente sostenibles en acuicultura” celebrada en Cartaya el 20 de junio de

2011.

VI Jornadas de “Acuicultura en el Litoral Suratlantico” organizadas por el Instituto
de Investigacion y Formacion Agraria y Pesquera (IFAPA), celebradas en el centro

cultural de la Villa, Cartaya, los dias 9 y 10 de mayo de 2012.

Jornada técnica final del proyecto “BONAQUA: Cooperacion transfronteriza para el
desarrollo de buenas practicas sanitarias en acuicultura marina” celebrada en

Cartaya el 3 de diciembre de 2013.

XV Congreso Nacional de Acuicultura, celebrado en Huelva del 13 al 16 de octubre

de 2015.

V Foro Iberoamericano de los Recursos Marinos y de la Acuicultura, celebrado en

Cadiz del 26 al 29 de noviembre del 2012.

193






