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Resumen

La industria de la acuicultura enfrenta desafios en el manejo de enfermedades y busca alternativas a la harina
de pescado en la alimentacién de los peces. Este estudio investiga una nueva dieta que combina harina de
pescado, harina de subproductos avicolas y harina de insectos, explorando sus efectos en la respuesta
inmunologica de la dorada (Sparus aurata). Se enfoca en la comprension de la respuestas inmunolégica
locale en el tracto gastrointestinal, especialmente en los linfocitos B IgT*, utilizando técnicas de hibridacion
in situ. Se recolectaron muestras de tejido digestivo, se realizaron analisis de hibridacién in situ y se llevaron
a cabo controles experimentales y analisis estadisticos. Los resultados muestran que no se observaron
diferencias significativas entre las dos dietas. Sin embargo, hay interaccion dentro de cada dieta en funcién
de la regién de sistema digestivo. Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que la distribucion de las
células IgT mRNA+ en el intestino de la dorada es especifica de la region y no se ve afectada por las dietas
experimentales.

Introduccién

La acuicultura enfrenta desafios en la salud de los peces y la gestion de enfermedades (Ma et al., 2020). Se
busca alternativas a la harina de pescado en piensos (Qiu et al., 2022). La dorada es relevante en la
inmunologia de peces (Mhalhel et al., 2023), pero el conocimiento sobre respuestas inmunolégicas en el
tracto gastrointestinal es limitado (Bilal et al., 2021). Este estudio evalUa la distribucion de IgT mRNA+ y
cémo la dieta afecta la respuesta inmunoldgica en el sistema digestivo.

Material y métodos

Condiciones experimentales:

El estudio se llevd a cabo utilizando dos dietas isoproteicas e isoenergéticas en dorada. LA dieta control
incluia harina de pescado (15% FM) y aceite de pescado (7% FO), mientras que la dieta alternativa
reemplazaba 50% de la FM con harina de subproductos avicolas (PBM) y harina de insecto (IM). EI FO con
una combinacién de aceite de microalgas (AO), aceites de subproductos avicolas (PBO) y aceites de
subproductos de salmén (SBO). Se estudiaron 432 doradas.

Hibridacion In Situ (ISH):

Se tomaron muestras de tejidos del sistema digestivo de los especimenes sacrificados, incluyendo eséfago,
estdbmago, intestino anterior, medio, posterior y recto. Estas muestras fueron preparadas para andlisis
histolégico mediante fijacion, deshidratacion, inclusion en parafina y corte en secciones de 2 micrémetros.
Para investigar la expresion de ARN mensajero de la IgT mMRNA®, se llevé a cabo la hibridacion in situ (ISH)
utilizando el ensayo RNAscope® 2.5 HD. El procedimiento de ISH incluy6 la preparacién de las muestras,
hibridacién con sondas especificas de IgT mRNA, deteccion de sefiales, y analisis de imagenes y recuento
de células mRNA+ en secciones de tejido.

Para evaluar las areas de interés, se empled el software analySIS® para Windows (Image Pro Plus® V.
4.5.0.29). El andlisis estadistico se realiz0 utilizando pruebas adecuadas para evaluar la normalidad y
homogeneidad de los datos, con el objetivo de comparar la expresion de IgT mMRNA* en tejido del aparato
digestivo bajo diferentes condiciones dietéticas (Wang et al., 2012).

Resultados y discusién

El anélisis a través de la prueba de Kruskal-Wallis ANOVA muestra que no hay diferencias significativas
(p>0.05, n=432) en el nimero total de células IgT positivas entre los grupos de peces alimentados con las
dietas control y alternativa. Sin embargo, se encontraron diferencias significativas en la distribucién de
celulas IgT entre los compartimentos del sistema digestivo en la dieta control (p<0,05; n=216), se observo
un aumento significativo de células IgT en el recto, mientras que, en la dieta alternativa, se registré un
aumento significativo en el recto y otros compartimentos del sistema digestivo (intestino medio y posterior)
en comparacion con los compartimentos mas proximales (eséfago, estbmago, intestino anterior). Nuestros
resultados destacan variaciones en la presencia de sefiales de ARNm+ de IgT en varios segmentos del
intestino de Sparus aurata, con una concentracion particularmente marcada en el intestino medio, posterior
y el recto. Este hallazgo se suma a otros estudios realizados en doradas sobre la expresion genética que han
resaltado un aumento significativo en las sefiales de ARNm+ de IgT en el intestino medio alimentado con
una dieta enriquecida con omega-3 (Guerreiro et al., 2020). Investigaciones anteriores han sefialado que el
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intestino medio y posterior parecen ser mas activos desde el punto de vista inmunolégico que otras areas del
tracto gastrointestinal (Martinez-Llorens et al., 2021). Estudios de expresion génica sobre la misma especie
también han revelado la presencia de un aumento significativo del nivel de expresion de IgT en el intestino
medio y posterior en grupos de peces sometidos a cambios en las dietas (Torrecillas et al., 2022).
Observaciones similares se han reportado en otras especies, como el salmon del Atlantico (salmo salar),
donde se ha sefialado que el segundo segmento del intestino medio parece ser mas activo desde el punto de
vista inmunoldgico que otras areas del tracto gastrointestinal (Castro et al., 2023).

Ocurrencia de células IgT

0,25

0,20

b b
0,15
a
0,05 a
a
a
; I * I
a
0,00 W kil L

a
Esof Esto LA M LP Recto Esof Esto A IM P Recto

Promedio de IgT transcript /mm?
o
)

Control Altemativa

Figura 1. Ocurrencia de células IgT por dieta y por region del tracto digestivo. Las letras mintsculas indican
diferencias significativas (p < 0,05). Las barras con las mismas letras no son significativamente diferentes mediante
analisis no paramétrico (Kruskal-Wallis ANOVA).
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