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Resumen

El bienestar animal es un tema de creciente preocupacion publica y de gran importancia para el incipiente
desarrollo de la acuicultura de pulpo. Los criterios para evaluar el bienestar deben centrarse, entre otros, en
el estado de salud de los aninales. Uno de los patégenos mas importantes que afectan al pulpo comun es el
parasito gastrointestinal Aggregata ocotpiana, un parasito que reduce la absorcién de nutrientes reduciendo
el indice de condicion de los animales infectados. En este trabajo se ha desarrollado y validado un método
no invasivo basado en el estudio de muestras fecales mediante PCR cuantitativa en tiempo real (-PCR)
para detectar y cuantificar el parasito gastrointestinal A. octopiana. Este método permite obtener
informacion rapida, facil y fiable sobre la identificacion del parasito y su carga parasitaria en los pulpos
cultivados sin generar ningun impacto en los animales, garantizando asi su bienestar. La metodologia fue
validada por comparacion con la identificacion parasitaria por analisis microscopico clasico de las heces,
obteniendo una relacion entre ambas y estableciendo un sistema de referencia (bajo, medio y alto) para el
grado de infeccién. Ademas, esta metodologia podria incluirse como un Indicador biol6gico Operacional
de Bienestar (OWI) y ser utilizado para el diagnéstico temprano, incluyendose en los planes de monitoreo
del estado de salud en los sistemas de acuicultura de pulpo.

Introduccion

El pulpo comdn, Octopus vulgaris, es una especie de gran interés comercial y un excelente candidato para
la diversificacion acuicola. La sobreexplotacién de las poblaciones naturales (Xunta de Galicia, 2024) y la
elevada demanda del mercado hacen que la cria sostenible de pulpo tenga un impacto positivo en las
poblaciones naturales, siendo asi una herramienta para aliviar la presion pesquera y preservar la especie.
Una vez superadas las deficiencias zootécnicas, para lograr un cultivo sostenible es necesario optimizar y
estandarizar las practicas especificas para controlar y asegurar el bienestar animal. Los criterios para evaluar
el bienestar deben centrarse principalmente en la dieta, las condiciones adecuadas de alojamiento, el entorno
vital y el comportamiento, asi como en la salud de los individuos. Con el objetivo de identificar mediante
técnicas no invasivas los principales patdgenos que pueden afectar a la salud de los pulpos en sistemas de
cultivo, se presenta la puesta a punto y optimizacion de un método de diagnéstico por g-PCR absoluta para
el parasito gastrointestinal Aggregata octopiana, un parasito que reduce la absorcién de nutrientes
disminuyendo el indice de condicién de los animales infectados ( Catellanos-Martinez et al., 2019), a partir
de muestras de heces.

Material y métodos

Individuos adultos de pulpo comin O. vulgaris procedentes la Ria de Vigo se mantuvieron en las
instalaciones de acuario del 1IM-CSIC en tanques individuales en condiciones estandar y alimentacién ad
libitum. Durante un periodo de 30 dias, se recogieron muestras de heces presentes en el agua del tanque
para su analisis parasitolégico y molecular. Una vez que las muestras de heces fueron pesadas, filtradas y
tratadas con NaOH (2M) para facilitar el analisis, se visualizaron mediante microscopia Optica para la
identificacion y recuento de las formas quisticas (esporoquistes) del parasito A.octopiana. Ademas, se



realiz6 extraccién de DNA de cada muestra analizada para la identificacién molecular del parasito mediante
g-PCR. Con objeto de realizar una cuantificacion tanto de la carga parasita por peso de las muestras de
heces, como del nimero de copias de A. octopiana por peso de heces, se puso a punto una q-PCR absoluta,
para lo cual se clon6 un fragmento del 18S de A. octopiana en un vector de clonacién pGEM-T-Easy Vector
System (Promega), y tras transformacion mediante bacterias competentes y extraccion del plasmido, se
construy6 una curva estandar por g-PCR del plasmido de A. octopiana clonado, mediante la realizacién de
diluciones seriadas y calculando el nimero de copias.

Resultados y Discusion

Los anélisis mediante microscopia éptica de las muestras de heces permitieron identificar las formas
esporoquiste de A. octopiana presentes en las heces, como formas redondeadas y refringentes de alrededor
de 8 um de didmetro, mostrando un rango de infeccion de entre 1 y 215 esporoquistes/mg de heces. La g-
PCR de las diluciones seriadas del plasmido del 18S de A. octopiana permitio la generacion de una curva
con un gradiente de concentracion de 10"9 a 1 copias/uL ). La eficencia de la amplificacion obtenida fue
del 97%, calculada tras representar el nimero de Cts frente al nimero de copias/pL, y mostrando una alta
sensibilidad, con un minimo numero de deteccion (MDL) de 10”2 copias/ pL. La correlacion obtenida entre
el nimero de esporoquiste/ mg de heces identificado por microscopia Optica, y el nimero de copias/mg de
heces fue alta (0.723), mostrando 3 rangos de infeccién correspondientes a baja (0-23,86 esporoquistes/mg
heces; 0-1,48 x 10*mg heces); media (23,86- 138,13 esporoquistes/mg heces; 1,48 x 10* — 7,84 x 10* /mg
heces); y alta (mas de 138,13 esporoquistes/mg heces; mas de 7,84 x 10* /mg heces). En este trabajo se
describe por primera vez un método de g-PCR absoluta altamente sensible, preciso, reproducible y rapido
para la identificacién y cuantificacion de A. octopiana en heces de pulpo, siendo este un método de
diagndstico que no necesita experiencia y entrenamiento visual para la identificacion del parasito por
métodos tradicionales de microscopia Optica. Esta herramienta no invasiva es una técnica facilmente
reproducible que podria incluirse como un OWI bioldgico y ser utilizada para el diagnéstico temprano
incluyéndose en los planes de monitoreo del estado de salud en los sistemas de acuicultura de pulpo.
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