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Resumen

Se estudié el efecto causado por la inclusién de harinas de Hermetia illucens, obtenidas mediante distintos
procesados, en la dieta utilizada en la alimentacién de ejemplares de dorada, con especial atencion a
aspectos relacionados con la quitina. Los peces mostraron un menor crecimiento, aunque una mayor
eficiencia en la conversién de los nutrientes aportados. La actividad quitinolitica fue similar en todos los
casos, aunque el potencial quitinolitico aumentd considerablemente en uno de los tratamientos, debido
principalmente a la presencia de un mayor nimero de especies del género Vibrio.

Introduccion

La demanda actual de alimentos y el agotamiento de recursos que permitan sostener las productividades
demandadas han propiciado en los Gltimos afios el desarrollo de estrategias alternativas. En el caso de la
acuicultura, tales estrategias incluyen la utilizacién de fuentes proteicas alternativas, tales como las de origen
vegetal 0, m&s recientemente, las procedentes de insectos. La inclusion de estas Gltimas presenta, ademas de
implicaciones propias de las fuentes alternativas de proteinas, la presencia de otros componentes, como la quitina
(Karlsen et al., 2017), que pueden mostrar influencia, tanto en la digestibilidad del pienso y la capacidad de
asimilacién del pez, como en la estructura de la comunidad microbiana asociada al tracto digestivo. Resulta
aconsejable, por tanto, evaluar el impacto que muestran cambios de esta naturaleza en la composicion dietaria de
los peces, ademas de si dicho impacto varia en funcion del procesado de la harina de insecto.

Material y métodos

Se ensayaron tres dietas isoenergeticas e isonutricionales elaboradas con 50 % de sustitucion la harina de
pescado por de harina de Hermetia illucens obtenida mediante diferentes protocolos de procesado: EHP,
EHS y ELP (E: Escaldado, como método de sacrificio; H: Horno a 65 °C-L: Liofilizado, como método de
secado; S: Fluidos supercriticos-P: Prensado en caliente, como método de desgrasado). Para la realizacion
de este experimento se utilizaron 240 juveniles de Sparus aurata de 26,7 g de peso inicial, que fueron
repartidas en 12 cubas, 3 réplicas/tratamiento. Durante el periodo experimental los peces fueron mantenidos
en condiciones de temperatura constante (20 = 1 °C) y fotoperiodo natural. Los animales se alimentaron ad
libitum dos veces al dia durante 69 dias, registrandose la ingesta diaria. A tiempo final, se determiné la
ganancia en peso y el indice de bioconversion. Se extrajo el tracto digestivo de los ejemplares
(homogeneizacion en tampon fosfato). Estas muestras se utilizaron para cuantificar las actividades quitinasa
y N-acetil glucosaminidasa (NAGasa) en estdmago (pH 5,5) mediante la liberacion de azlcares reductores
por medio del &cido 3,5-dinitrosalicilico (Miller, 1959). Los extractos de las muestras fueron incubados tras
la incorporacién de quitina coloide al 1 % a 37 °C durante una hora. La actividad se expresdé como pg de
N-acetil-D-glucosamina liberados por hora y miligramo de proteina. En relacion con la microbiota, se
realizé un estudio metagenémico de la poblacion bacteriana del tracto intestinal, y se llevo a cabo un
protocolo de aislamiento de especies quitinoliticas. EI primero se efectud a partir de la region hipervariable
V3-V4 del gen de la subunidad 16S del ARNr en una plataforma Illumina MiSeq, de acuerdo (Klindworth
et al., 2013), mientras que el aislamiento se fundamento en un protocolo de pases sucesivos en un medio
solido minimo de sales adicionado de quitina coloide al 1 %. Las placas se incubaron a 30 °C durante 48 h.
La actividad enzimatica de los aislados se cuantificd segln el protocolo previamente descrito, expresando
la actividad en este caso por mL de extracto acelular. El potencial quitinolitico de las comunidades se
establecié mediante la herramienta FAPROTAX.

Resultados y discusion

La sustitucion parcial de harina de pescado por harina de H. illucens en los piensos utilizados en la
alimentacion de ejemplares de dorada condiciond el crecimiento (Tabla 1). Asi, en todos los casos, el aumento
de peso alcanzado fue significativamente inferior al conseguido a partir de la dieta Control, aunque es
importante destacar que el aprovechamiento nutricional fue superior para las dietas experimentales, llegando
a ser incluso significativas las diferencias para ELP y EHS. En relacién con las actividades quitinoliticas
gastricas asociadas al tracto gastrointestinal, no se observaron diferencias significativas en ningln caso, si bien
es cierto que en los ejemplares alimentados con la dieta EHP se registraron valores ligeramente superiores-
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Tabla 1. Parametros de crecimiento y actividades quitinoliticas asociados a doradas alimentadas con las distintas
dietas. Distintas letras para un mismo pardmetro indican la existencia de diferencias significativas.

Ganancia de Peso IC Act. Quitinasa Act. NAGasa
Control 238,7199 +8,2782 b 1,2653 + 0,0747 a 1,1887 +0,2482 a 35,8755 +2,8532 a
ELP 212,6437 +7,5848 a 1,4056 + 0,0549 b 1,1940 + 0,3539 a 34,5946 £ 2,7793 a
EHP 204,1414 +2,8441 a 1,3765 + 0,0649 ab 1,4680 + 0,3437 a 37,8900 * 4,1900 a
EHS 200,5166 * 7,3677 a 1,4564 + 0,0620 b 1,4264 +0,3392 a 33.0735 £ 3,9815a

La estructura de la microbiota intestinal se vio
también afectada por la inclusion de la harina
de Hermetia. En lo que respecta a la presencia
- de especies de reconocida capacidad
quitinolitica, destaca el importante incremento

™ . .
EHP detectado en la comunidad asociada a los
N ejemplares alimentados con la dieta EHS
(Figura 1), lo que puede parecer contradictorio
con los niveles de actividad quitinolitica
| descritos con anterioridad. Sin embargo, hay
i que considerar que FAPROTAX proporciona
datos potenciales, basados en la identificacion
de las especies. En ese sentido, la mera
presencia de un gen no conlleva necesariamente
a su expresion, acciébn que, en numerosas
ocasiones, depende de factores y condiciones
diferentes en cada caso (Vermay Verma, 2013).
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Figura 1. Potencial quitinolitico de las comunidades
procariotas asociadas al tracto gastrointestinal de
ejemplares de dorada.

De forma mayoritaria, las especies detectadas fueron adscritas al género Vibrio, el cual destaca como uno de
los mas importantes en lo concerniente a la degradacion de la quitina en entornos marinos (He et al., 2020).
La identidad de las especies aisladas (Tabla 2), todas ellas provenientes de las muestras EHS y EHP, confirman
esta afiliacion taxonémica. V. owensii fue la especie mas representada, aunque la mas destaca fue V. harveyii,
tanto en lo referente a niveles de actividad, como a rango de actividad en funcién al pH.

Tabla 2. Nivel de actividad quitinolitica de los aislados bacterianos. Distintas letras para un mismo parametro
indican la existencia de diferencias significativas.

Origen b5 Actividad DA 7 Identificacion
Cepa 8 EHS 1,5476 £0,1347 a 0,9762 +0,0842 a Vibrio hyugaensis
Cepa 14 EHP 1,7619 £0,3704 a 0,7381 +0,3367 a Vibrio owensii
Cepa 15 EHP 3,5833 +0,3739 ¢ 2,6309 +0,3030d Vibrio harveyii
Cepa 18 EHS 2,5714 +0,2357 b 1,0952 + 0,2357 ab Vibrio owensii
Cepa 20 EHS 2,1786 + 0,1347 ab 1,7024 +0,1347 bc Vibrio owensii
Cepa 23 EHS 2,1667 £ 0,1683 ab 1,2024 £ 0,3535 ab Vibrio alginolyticus
Cepa 24 EHP 1,9167 £0,3535a 1,8571 +0,2694 c Vibrio owensii
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