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Abstract

The inclusion of microalgae in the diet of farmed fish such as sea bream (Sparus aurata) is proposed as a sustainable alternative to
the traditional diet with fishmeal, since numerous benefits have been reported to the fish. The gills act as the first defence barrier
against pathogenic organisms and have an autochthonous microbiota that contributes to this function, in the fact that it is important to
know if diets supplemented with microalgae can cause any alteration. In this work, three diets (control, raw Nannochloropsis gaditana
seaweed and hydrolyzed seaweed) were fed to juvenile sea bream for 90 days, later they were sacrificed and their organs frozen. 16S
rRNA was sequenced on an Illumina® platform and bioinformatic analysis with MOTHUR was performed. A significant increase in
the richness index (Chaol) was shown in the microbiota of the gills of the fish fed N. gaditana. The most significant changes occurred
in the fish fed the raw algae, with a notable increase in the genus Shewanella in this group.
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Introduccion

La dorada (Sparus aurata) es una especie de gran interés econdmico en la acuicultura, especialmente en los
paises mediterraneos. Actualmente, se utiliza una gran cantidad de harina de pescado para alimentar a estos
animales hasta obtener un tamafio comercial. En la biisqueda de alternativas mas sostenibles, se propone la
inclusion de microalgas en las dietas. Nannochloropsis gaditana es una microalga con una composicion
alta en lipidos beneficiosos (Riveros et al., 2018). La importancia de las dietas en la acuicultura no es solo
a nivel nutricional, sino que también pueden aumentar la resistencia a las infecciones. En este contexto, las
branquias presentan una barrera de interaccion entre el pez con su entorno acuoso. Ademas de ser el 6rgano
encargado de la respiracion, posee funciones de proteccion y reguladoras, y actlia como primera linea de
defensa frente a patogenos. Las branquias estan recubiertas por una secrecion de moco que alberga
microbiota autdctona y componentes moleculares del sistema inmunitario. Por ello, el objetivo de este
trabajo es estudiar el efecto sobre la microbiota de las branquias de S. aurata de talla comercial de la
inclusion de la microalga N. gaditana al pienso mediante tecnologias NGS.

Material y métodos

La biomasa de N. gaditana se produjo en fotobiorreactores tubulares cerrados en la Estacion Experimental
de las Palmerillas de la Fundacion Cajamar siguiendo un procedimiento estandar. Las dietas utilizadas para
este trabajo fueron: i) control: dieta Control; ii) Cruda: microalgas crudas afiadidas al 5% iii) Hidrolizada:
hidrolizado de microalgas liofilizado afiadido al 5%. Las algas frescas se hidrolizaron utilizando enzimas
comerciales con actividad celulasa (Vizcozyme®). El ensayo de alimentacion se desarrolld en las
instalaciones del Servicio Central de Investigacion en Cultivos Marinos de la Universidad de Cadiz, donde
los ejemplares juveniles de S. aurata de tamafio comercial se dividieron en tanques y se alimentaron durante
90 dias. Posteriormente, los animales se sacrificaron y los 6rganos se congelaron a -80°C hasta su uso.

El ADN del contenido intestinal fue extraido con el método de Martinez et al., (1998). E1 ARNr 16S de las
muestras se secuenciaron utilizando la plataforma Illumina® NextSeq 550 (Illumina, San Diego, CA, EE.



UU.) mediante secuenciacion por pares (2 x 300 pb) en el Servicio de Ultrasecuenciacion del Centro de
Bioinnovacion de la Universidad de Malaga (Malaga, Espafia). El procesamiento de los datos se realizo
bioinformaticamente mediante un flujo de trabajo basado en el software MOTHUR (v1.39.5). Los
resultados se consideraron significativos entre indices de diversidad alfa cuando p < 0,05 (t-Student);
mientras que la comparacion taxonomica se realizo utilizando DESeq2 (R), con p < 0,05.

Resultados y discusion

El analisis de las secuencias mostrd un total de 2.498.287 lecturas, que clusterizaron en 370 OTU tras la
normalizacion al nimero de lecturas minimas al que se asintotizaron las curvas de rarefaccion (32.991). La
inclusion de N. gaditana en las dietas de dorada mostrd un aumento significativo en el indice de riqueza
(Chaol). Los indices de diversidad y dominancia (Shannon y Simpson) no mostraron diferencias
significativas entre tratamientos (tabla 1).

Tabla 1. Célculo de los indices de alfa diversidad por tratamiento

Chaol Shannon Simpson
Control 81,45+ 11,50 2,49 +£0,60 0,81+0,14
Hidrolizada 100,33 £14,46* 2,70 + 0,57 0,83 +0,10
Cruda 113,32 +23,34* 2,52 +0,49 0,76 £ 0,13

Valores expresados como media + desviacion tipica, (n=6). * indica diferencias significativas (p < 0.05).

A nivel taxondmico, todas las muestras presentaron como filo predominante el filo Proteobacteria, seguido
de Bacteroidetes, Actinobacteria y Firmicutes, siendo este ultimo significativamente superior en la dieta
Cruda. A nivel de familia, Moraxellaceae y Flavobacterias, seguidos de Francisellaceae y
Pseudomonadaceae, fueron comunes en todos los tratamientos. Respecto al estudio de los géneros
presentes en las branquias de S. aurata, Actinobacter, Polaribacter, Pseudomonadaceae y Streptococcus
fueron los mas representados en todas las muestras. Shewanella fue significativamente mas abundante en
la dieta cruda (23%), con respecto a los otros tratamientos (0-2%). Ademas, OTU con abundancias menores
al 1% mostraron diferencias significativas, como el caso del filotipo Vibrionaceae unclassified presente en
el control con respecto a la dieta Cruda, el género Finegoldia que fue significativamente inferior en el
control con respecto a las dietas con inclusion de microalga, o los géneros Edaphobacter, Aquicella,
Vigibacillus que se mostraron significativos en la dieta hidrolizada con respecto al control.

Conclusiones

La inclusion del 5% de N. gaditana en el pienso de S. aurata hasta alcanzar el tamafio comercial produjo
cambios a nivel de la microbiota asociada a las mucosas de las branquias, siendo las muestras de los
animales alimentados con un 5% de microalga cruda aquellos que mas variaron. Son necesarios estudios
complementarios para conocer los beneficios de la inclusion del alga en la dieta.
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