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RESUMEN

La acuicultura se presenta como una solucidon clave para satisfacer la demanda de productos
marinos saludables y seguros en una poblacion global en crecimiento. Sin embargo, para lograr un
desarrollo sostenible de la acuicultura, es fundamental abordar y minimizar los impactos
ambientales asociados a esta actividad. En este estudio se investiga un método de control bioldgico
para reducir el impacto del parasito monogeneo Neobenedenia melleni en el cultivo de Seriola
dumerili, como especie de alto valor comercial severamente afectada por estos ectoparasitos,
mediante el uso de un anfipodo presente en las instalaciones de cultivo y que podria constituir una
presa alternativa de interés en el cultivo larvario de especies marinas. Se realizaron tres
experimentos utilizando el anfipodo Elasmopus rapax para evaluar su potencial como agente de
control biologico del parasito, obteniéndose evidencias del consumo de huevos del parasito,
especialmente durante los primeros dias tras colocar los anfipodos junto con los huevos. Asi
mismo, se analiz6 el valor nutricional de E. rapax, encontrdndose una alta proporcion de acidos
grasos poliinsaturados de cadena larga de la serie omega-3 (omega-3 LC-PUFA; EPA y DHA)
esenciales para el desarrollo larvario. Los resultados sugieren que, por su tamafio y composicion,
estos organismos podrian ser considerados como presas vivas para la alimentacion de larvas de
especies de interés acuicola.

Palabras clave: Acuicultura, control biolégico, Elasmopus rapax, Neobenedenia melleni, omega-
3 LC-PUFA, Seriola dumerili

ABSTRACT

Aquaculture is presented as a key solution to meet the demand for healthy and safe seafood
products in a growing global population. However, to achieve sustainable aquaculture
development, it is essential to address and minimize the environmental impacts associated with
aquaculture. This study investigates a biological control method to reduce the impact of the
monogenean parasite Neobenedenia melleni on the culture of Seriola dumerili, a species of high
commercial value severely affected by these ectoparasites, using an amphipod present in the culture
facilities and which could constitute an alternative prey of interest in the larval culture of marine
species. Three experiments were carried out using the amphipod Elasmopus rapax to evaluate its
potential as a biological control agent of the parasite, obtaining evidence of parasite egg
consumption, especially during the first days after placing the amphipods together with the eggs.
The nutritional value of E. rapax was also analyzed, finding a high proportion of long-chain
polyunsaturated fatty acids of the omega-3 series (omega-3 LC-PUFA; EPA and DHA) essential
for larval development. The results suggest that, due to their size and composition, these organisms
could be considered as live prey for feeding larvae of species of aquaculture interest.

Keywords: Aquaculture, biological control, Elasmopus rapax, Neobenedenia melleni, omega-3
LC-PUFA, Seriola dumerili



1. INTRODUCCION

El crecimiento de la poblaciéon mundial ha disminuido en los ltimos afios en comparacion con
las tultimas cuatro décadas. No obstante, las proyecciones indican que para el afio 2030
alcanzaremos los 8.500 millones de personas (FAO, 2024) y para el afio 2050 se estima una
poblacion de 10.000 millones de personas (FAO, 2022). Este aumento poblacional implicara una
mayor demanda de alimentos, requiriendo un incremento del 22% en la produccion de alimentos
acuaticos de origen animal para satisfacer las necesidades de la poblaciéon mundial en el afio 2050

(FAO, 2024).

La pesca extractiva y la acuicultura pueden proporcionar una fuente de proteina animal
saludable y de alta calidad, con una huella ecolégica menor que la de la agricultura de animales
terrestres. A medida que la demanda mundial de productos del mar siga aumentando, la acuicultura
se convertird en una fuente clave de suministro. Los alimentos provenientes del mar aportan
proteinas, acidos grasos Omega-3 LC-PUFA esenciales para el desarrollo cerebral y la reduccion
del riesgo de enfermedades (cardiovasculares, neurodegenerativas, de caracter inflamatorio, etc.),
iodo (fundamental para el buen funcionamiento de la tiroides y el neurodesarrollo), Vitamina D
(importante para la regulacion del sistema inmune, el desarrollo mental y la salud 6sea), hierro
(esencial durante el embarazo), calcio, zinc y otros minerales cruciales para el desarrollo (Reef
Resilience Network, 2024). Por estas razones, se consideran alimentos que contribuyen a garantizar
la seguridad alimentaria mundial, y su produccién desempefia un papel importante en la

transformacion de los sistemas alimentarios y la lucha contra el hambre y la malnutricion.

La acuicultura se define como la cria o cultivo en condiciones controladas de especies que
se desarrollan en el medio acuatico, como peces, moluscos, crusticeos y algas, en cualquiera de
sus fases, utilizando técnicas para hacer mas eficiente su produccion. Es una actividad que esté
ligada a la intervencion humana para aumentar la producciéon mediante la concentracion de
poblaciones, su alimentacion y la proteccion frente a depredadores (FAO, 2024). Las finalidades
de la acuicultura son diversas, incluyendo el consumo directo, la repoblacion, la acuariologia y la
obtencion de subproductos de aplicacion biotecnoldgica. Es el sector alimentario de crecimiento

mas acelerado a nivel mundial, con un gran potencial de expansion. En el afio 2022, la produccion



mundial en acuicultura de animales acudticos alcanzo los 94 millones de toneladas, superando los
91 millones de toneladas obtenidas en pesca. El consumo de productos acuaticos continia en
aumento, con un crecimiento global en el consumo per capita del 1,4% anual entre 1961 y 2021
(FAO, 2022). Este incremento es posible gracias a los avances tecnologicos de preservacion y
distribucion del producto, los cambios en las preferencias de los consumidores y el aumento de los
ingresos. Ahora bien, aunque la acuicultura puede ser menos agresiva ambientalmente que la cria
de animales terrestres sigue siendo una actividad con un gran impacto a nivel mundial. Por ello, es
vital desarrollar una acuicultura sostenible que respete el medio ambiente y contribuya al
mantenimiento e incremento de la biodiversidad. Ademas, debe fomentar el desarrollo
socioeconomico de las comunidades donde se realiza, integrandose con las otras actividades
marinas mediante una gestion integrada del territorio, generando empleo y garantizando su

viabilidad y perdurabilidad en el tiempo.

La Union Europea, en 2021 cre6 el Fondo Europeo Maritimo, de Pesca y de Acuicultura
para el periodo 2021-2027, en sustitucion del anterior Fondo Europeo de Pesca (FEMP). Este fondo
pretende contribuir a la aplicacion de la politica pesquera comun, con las principales prioridades
de fomentar la pesca sostenible, la recuperacion y conservacion de los recursos acudticos, promover
actividades sostenibles en acuicultura, permitir una economia azul sostenible y apoyar el desarrollo
de las comunidades pesqueras y acuicolas, asi como reforzar la gobernanza internacional de los
océanos y mares. Los principales impactos generados por esta actividad representan desafios que
deben ser abordados para desarrollar una acuicultura més sostenible. En la siguiente tabla (Tabla

1), se recogen estos aspectos en términos generales.

Principales impactos Retos

Acumulacion de residuos y creacion | Refuerzo de la implementacion de Planes de
de una zona muerta Minimizacion de Residuos. Mejora de la tecnologia

alimentaria.

Escapes de especies nativas y | Mejora del conocimiento acerca del comportamiento de
modificaciones genéticas ejemplares escapados y de su interacciébn con las

poblaciones silvestres. Mejora de guias y protocolos de




prevencion de escapes y de respuesta rapida para la

recaptura.

Incubacion de enfermedades y | Desarrollo de nuevas vacunas, probidticos y estrategias

transmision de pardsitos de control bioldgico.

Interaccion con depredadores Analizar las interacciones con el entorno para establecer

criterios de gestion de los depredadores.

Introduccién de especies no nativas | Aplicacion efectiva de la normativa en materia de
especies exoticas y refuerzo de la coordinacion entre

agentes.

Alimentacién con pescado y harinas y | Reducir la dependencia de la harina y los aceites de
aceites procedentes del pescado | pescado, mejorar el proceso de alimentacidon para un
(indice FIFO; “fish in fish out”) mayor aprovechamiento del pienso y mejora de los
indices de conversion. Busqueda de presas alternativas

e ingredientes dietarios ricos en omega-3 LC-PUFA.

Uso de antibioticos, hormonas, | Buscar estrategias sostenibles como probidticos y

parasiticidas, etc. control bioldgico para disminuir el uso de quimicos.

Tabla 1. Principales impactos que genera la acuicultura y consecuentes retos que se plantean para mejorar su
sostenibilidad.

En el afio 2022, tanto la produccion mundial de animales acuaticos y algas como la
produccion acuicola en concreto alcanzaron sus cifras méximas. Ademas, por primera vez la

produccion de especies animales procedentes de la acuicultura super6 la de la pesca de captura

(FAO, 2024).

A nivel mundial, el mayor productor de animales acuéticos es China, siendo los paises
asiaticos los que aportaron el 70% de la produccion mundial, seguidos por Europa, América Latina
y el Caribe (FAO, 2024). En Europa, el 67% de la actividad se concentra en Espaiia, Francia, Grecia
e Italia, donde mas de la mitad del volumen de produccion corresponde a mariscos, el 21% a peces
marinos y el 28% a peces de agua dulce. Las especies mas cultivadas en Europa son el mejillon, la
trucha, la ostra, la dorada, la lubina, la carpa y el atiin (European Comission, 2021). En Espaiia, el
principal productor de la UE, la especie mas cultivada es el mejillon, seguido por la lubina, la

trucha arco iris y el atin rojo (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, 2022).



Seglin datos del Gobierno de Canarias y de la Asociacion de Productores Marinos
(APROMAR), el archipiélago es el segundo productor nacional de dorada y lubina de acuicultura,
aportando mas de 7.000 toneladas de pescado al afio, suponiendo un impacto significativo en la
alimentacion, la sociedad y la economia local. Actualmente en Tenerife se cultivan dorada (Sparus
aurata) y lubina (Dicentrarchus labrax) en 23 explotaciones acuicolas, con un maximo autorizado
de produccion de 4.800 toneladas anuales (Cabildo de Tenerife, 2024; APROMAR, 2023). Sin
embargo, la consolidacion de la produccion de medregal (Seriola dumerili) en acuicultura
permitiria aumentar la capacidad de produccion acuicola en los espacios definidos por el Plan de
Ordenacion de la Acuicultura (PROAC), diversificando la acuicultura local e incrementando el

numero de empresas del sector (Europa Azul, 2022).

La seriola (Seriola dumerili), también conocida como medregal o pez limén (Figura 1) es
una especie de la familia Carangidae con una amplia distribuciéon mundial en mares y océanos de
temperaturas calidas y templadas (Fishbase, 2024). Se trata de una especie nectonica que habita en
la plataforma entre los 50 y los 150 metros de profundidad. Puede llegar a tener una longitud de 2

metros y un peso de entre 25 y 40 kg (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, 2024).

Figura 1. Seriola dumerili. Fuente: Turnbull, J. (Flickr)

Es un pez de elevado valor comercial debido a la buena calidad de su carne, que posee

grandes propiedades nutricionales como proteinas, hidratos de carbono, Omega-3 LC-PUFA,



minerales y vitaminas. El cultivo del género Seriola ha estado mayoritariamente localizado en
Japon, China, Australia, Nueva Zelanda, Hawai y México. En 2002, un equipo del Instituto Espafiol
de Oceanografia (IEO) de Tenerife (Islas Canarias, Espafia), dirigido por el Dr. Salvador Jerez
Herrera, logr6 la primera puesta espontanea en cautividad de esta especie (Jerez et al. 2006),
realizando un importante avance para el sector de la acuicultura europea siendo Canarias y la isla
japonesa de Chichi-jima las Unicas en conseguir estas puestas espontdneas (ULPGC, 2023). El
interés de esta especie para la diversificacion acuicola en Canarias ha motivado el desarrollo
posterior de numerosos proyectos financiados por parte de los centros de investigacion acuicola de
las islas (IEO-CSIC, ULL, ULPGC), dando lugar a varias tesis doctorales y publicaciones
destinadas a mejorar su desarrollo y reproduccion en cautividad (Monge-Ortiz et al., 2018;
Rodriguez-Barreto, 2014; Rodriguez Barreto et al. 2017; Sarih et al., 2020; Zupa et al., 2016;
Pousis et al., 2019). En definitiva, su distribucion natural en las islas, su elevada tasa de crecimiento
y el gran tamafio corporal, la capacidad para aceptar alimentos inertes y la buena adaptacion al
cautiverio han sido motivos de peso para considerar esta especie como una de las principales

candidatas para diversificar la acuicultura europea.

El afio 2022, Espafia generd 146,84 toneladas de seriola, producidas en la Comunidad
Valenciana y en Murcia (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, 2022). Ese mismo afio
se inicid el proyecto PLANASER 2.0 dentro del marco del “Plan Nacional de Consolidacion del
Cultivo de Seriola (Seriola dumerili)”, con el objetivo de posicionar Espafia como referente
internacional en el cultivo de esta especie. La obtencidn sostenible de puestas fuera del periodo de
reproduccion natural, la mejora nutritiva, la estandarizacion de las dietas comerciales y el bienestar
y la salud de los reproductores fueron los principales propositos planteados en este proyecto.
También se planted abordar la problematica causada por la presencia de ectoparasitos monogeneos
como Neobedenia sp. o Zeuxapta sp., definiendo un protocolo de tratamiento antiparasitario oral
optimizado que sea autorizado para su uso en el engorde comercial del medregal (Europa Azul,
2022). Todos estos aspectos, venian siendo abordados desde el afio 2013, durante la ejecucion del
proyecto europeo DIVERSIFY (DIVERSIFY, 2023), con la participacion, entre sus 38 socios, del
IEO-CSIC de Tenerife, y la ULL.



Los parésitos de la clase Monogenea, pertenecientes al filo de los Platelmintos, son muy
frecuentes sobre todo en branquias y superficies externas de los peces, tanto marinos como de agua
dulce. Son aplanados dorsoventralmente y presentan un 6rgano de adhesion posterior llamado
opistohaptor, provisto de ganchos y ventosas, y un 6érgano de fijacion llamado prohaptor, mediante
el cual se fijan al hospedador. Este tlltimo caracter es el que permite diferenciar la clase Monogenea
de las clases Digenea y Cestoda. Son organismos hermafroditas con un ciclo bioldgico directo, es
decir, con un solo hospedador. Los adultos depositan los huevos directamente en el agua o en el
cuerpo del hospedador, y estos se fijan en un sustrato mediante un largo filamento o zarcillo.
Cuando el huevo eclosiona, sale el oncomiracidio, una larva ciliada capaz de desplazarse y fijarse
a la piel y las branquias del hospedador. Estos organismos, en condiciones naturales, no son
especialmente perjudiciales para los peces. Sin embargo, cuando se concentran en las instalaciones
de acuicultura, pueden llegar a producir grandes infestaciones llegando a generar mortalidades

masivas (Villena et al., 2019).

El adulto de Neobenedenia melleni (Figura 2.C) se caracteriza morfologicamente por tener
un cuerpo ovalado, aplanado dorsoventralmente, con una longitud de 1 a 2 mm y una anchura de
2,20 a 4,20 mm. Posee una cabeza triangular con dos ventosas y dos ojos simples. Su coloracion
es blanca translucida y su superficie esta cubierta por espinas dorsales y ventrales. Los organos
internos son visibles a través de la cuticula transparente. Presentan glandulas cefalicas en la ventosa
anterior de la cabeza, mediante las cuales secretan una sustancia adhesiva que les permite unirse al
huésped. Son organismos oviparos y los huevos son liberados por los adultos una vez realizada la
fecundacion. Los huevos, de unos 80 pum, se encuentran encapsulados por una estructura proteica
que confiere proteccion al embrion en desarrollo y lo resguarda de la digestion, la mayoria de los
quimicos y las bacterias (Hoai y Hutson, 2014). Tienen una coloracion marrén, son operculados y
tetraédricos (Figura 2.A). La eclosion se produce aproximadamente entre 5 y 8 dias después de la

liberacion, aunque este tiempo puede variar segun la temperatura (Deveney et al., 2001).
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Figura 2. Fases vitales de Neobenedenia sp. A) Huevos, B) Oncomiracidio (<de 3 horas), C)
Adulto (10 dias). Fuente: Trujillo Gonzdlez, 2015
Una vez eclosiona el huevo, por uno de los extremos puntiagudos del tetraedro sale el
oncomiracidio (Figura 1.B), que se desplaza hasta su huésped mediante la deteccion de sustancias
quimicas presentes en el epitelio de los peces. Cuando localiza al huésped, principalmente se
adhiere a su piel y a sus 0jos. Su presencia provoca inflamacion dérmica, pérdida epidérmica,
despigmentacion de la piel, reduccion de células mucosas y, consecuentemente, una disminucion
de la produccion mucosa y una reduccion de las barreras inmunoldgicas (Hoai y Hutson, 2014).
Estas afectaciones fisicas también conllevan alteraciones del comportamiento, como el roce contra
las rocas y el sustrato, que puede causar lesiones e infecciones secundarias. Los peces parasitados
normalmente muestran lesiones corneas y de la piel, ceguera, debilidad, anorexia, hemorragias,
hipersecrecion de mucus y pueden llegar a morir si estas infecciones secundarias no se tratan
(Kerber et al., 2011). Este parasito muestra poca especificidad y, al estar presente tanto en seriola
como en dorada (Sparus aurata), se ha relacionado con mortalidades directas e indirectas de
diferentes especies de aguas célidas y templadas, si bien, el grado de afeccion en la seriola es muy
superior. Ademas, el uso de jaulas de cultivo para producir ambas especies en instalaciones
proximas podria favorecer la dispersion de dichos parésitos, amenazando la produccién de ambas

especies (Jerez Herrera et al., 2022).

Los investigadores del IEO-CSIC de Tenerife, disefiaron un sencillo sistema de
seguimiento del numero de pardsitos en cada tanque, mediante la estimacion del nimero de huevos

de estos ectoparasitos presentes en el cultivo (Cejas et al., 2014). Dicho sistema consiste en una



red de nylon en forma de disco que tiene 1,5 mm de luz de malla, en la que quedan atrapados los
huevos de los parasitos monogeneos, tanto de Zeuxapta seriolae como de Neobenedenia melleni.
Cuando se detecta un grado de infectacion elevado en los tanques, es cuando se procede a aplicar

métodos de control de la infeccion.

Para combatir las infecciones por parte de los ectoparasitos se han estudiado diversos
tratamientos. Entre ellos se encuentran los bafios de agua dulce o de baja salinidad, relativamente
efectivos tanto para oncomiracidios como para adultos; los bafios en perdxido de hidrogeno, con
concentraciones de 500 ppm; los bafios con manosa, que pueden reducir hasta un 62% el nimero
de huevos emitidos diariamente en el tanque después de 5 dias de tratamiento (Villena et al., 2019);
los bafios con formol, aunque al ser téxicos y cancerigenos, requieren un bajo nimero de
aplicaciones; o los tratamientos con praziquantel (Bader ef al., 2019) y metronidazol, que no son
muy recomendables debido a su bioacumulaciéon y riesgo para la salud humana, asi como las
vacunas que estan bajo investigacion actualmente. También se ha investigado el refuerzo del
sistema inmune mediante la modificacion de la flora bacteriana intestinal con trasplantes de
microbiota fecal (Villena et al., 2019) o con dietas inmunoestimulantes. Estos tratamientos
presentan una efectividad variable y requieren tiempo y trabajo, pudiendo causar estrés en los
peces, incluso la muerte en casos extremos. Por este motivo, en el dmbito de la acuicultura
sostenible y el desarrollo de nuevas estrategias para combatir las infecciones ectoparasitarias, se
plantean opciones como la utilizacion de extractos de origen natural como el jengibre (Trasvifia-
Moreno, 2018), el manejo de factores ambientales como la luz, la temperatura y la salinidad, o el

control bioldgico.

Esta ultima estrategia es en la que se centra este trabajo, pues el control biologico tiene un
potencial muy elevado como posible mecanismo para desarrollar una acuicultura mas sostenible.
Este concepto implica el uso de organismos vivos para controlar las poblaciones de otros
organismos, en este caso, parasitos. La actividad limpiadora de los peces y crusticeos marinos es
bien conocida y se ha observado en la naturaleza como una forma de simbiosis entre dos especies,
consistiendo la interaccion en que la especie limpiadora elimina los ectoparésitos y los tejidos

muertos de la otra, obteniendo ambas un beneficio (Erkinharju ef al., 2021).



En 2016, se estimaba que habia aproximadamente un total de 208 especies de peces
limpiadores de 106 géneros distintos y 51 especies de camarones de 11 géneros distintos. Se
observd que estas interacciones son mas comunes en aguas tropicales que en aguas templadas y
contribuyen a la salud general de los ecosistemas (Vaughan et al., 2017). Ejemplos de peces
limpiadores incluyen especies de la familia Labridae, como Thalassoma hardwicke, Thalassoma
purpureum, Thalassoma bifasciatum, comunes en arrecifes de coral, y Thalassoma pavo, presente
en el Atlantico oriental y la zona meridional del Mediterrdneo. También destacan numerosas
especies de la familia Gobiidae, como Gobiosoma genie y Tigrigobius digueti, y varias especies
del género Elacatinus. En cuanto a los camarones, el género Lysmata y la familia Hippolytidae son

particularmente relevantes en este sentido (Vaughan et al., 2017).

Estos organismos se han captado en la naturaleza limpiando a otros peces como tiburones,
meros, pargos, morenas, rayas y mantas, beneficiando asi la salud de estos. El cientifico Geoffrey
W. Potts observé comportamientos de limpieza entre peces en un acuario publico y, combinando
estas observaciones con estudios de laboratorio y de campo, identific tres nuevas especies
limpiadoras, conocidas hoy en dia como Symphodus melops, Ctenolabrus rupestris y Centrolabrus
exoletus (Potts, 1973). Este estudio inspird investigaciones posteriores sobre el potencial de los
peces limpiadores como método alternativo para el control de ectopardsitos en acuicultura

(Vaughan et al., 2017).

Ademas de los parasitos monogeneos, dos de los parésitos que afectan considerablemente
a la industria acuicola a nivel mundial son el piojo del salmén (Lepeophtheirus salmonis) y el piojo
de mar (Caligus elongatus), que representan una amenaza para el cultivo del salmon del Atlantico
(Salmo Salar). Estos parasitos dafian la piel, las mucosas y la sangre de los peces, causando fallos
en la osmorregulacion, estrés e inmunosupresion (Overton ef al., 2020). Sin embargo, durante las
ultimas dos décadas se han utilizado peces limpiadores en las jaulas de mar para el cultivo de
salmon Atléntico, con aproximadamente 60 millones de peces limpiadores utilizados cada afio en
Noruega, Escocia, Irlanda y las Islas Feroe (Gentry et al., 2020). Algunas de las especies utilizadas
son el centrolabro (Centrolabrus exoletus), el tabernero (Ctenolabrus rupestris), el tordo
(Symphodus melops), el bodion (Labrus mixtus) y la margota (Labrus bergylta) (Vaughan et al.,

2017). El uso de peces limpiadores reduce o elimina la necesidad de usar productos quimicos a los



que los piojos han desarrollado resistencia (Aaen et al., 2015), lo que mejora la salud de los peces,
reduce costes y elimina residuos de fArmacos. Sin embargo, es importante considerar la naturaleza
de los peces limpiadores para optimizar su eficacia. Por ejemplo, los labridos se pueden incluir
durante primavera y verano, pero su actividad disminuye a temperaturas inferiores a los 6°C.
Contrariamente, los lumpos, del género Cyclopterus, mas estudiados durante los ultimos afios como
potenciales limpiadores en altas latitudes, pueden soportar temperaturas de otoflo e invierno
(Overton et al., 2020). Ambos grupos se utilizan en la actualidad en Noruega para el cultivo de
salmon Atlantico y trucha arcoiris. En 2023, se usaron un total de 29.894 peces limpiadores, de los

cuales 18.020 procedieron de cultivo y 11.874 eran salvajes (Directorate of Fisheries, 2024).

Aungque el uso de especies limpiadoras en cultivos de acuicultura ofrece grandes beneficios,
también conlleva una serie de inconvenientes que pueden plantear nuevos desafios para los cultivos
y el medio ambiente. Uno de los inconvenientes es el origen de los peces limpiadores, ya que
muchos provienen del medio salvaje y su extraccion puede suponer desequilibrar las poblaciones
naturales y los ecosistemas litorales (Dipper, 2022). Otro desafio es garantizar la eficacia de esta
estrategia, es decir, asegurarse de que los peces se alimentan de los parésitos, ya que pueden mostrar
un comportamiento alimentario oportunista y consumir no solo el parasito de interés sino también
restos orgénicos, biofouling y otros organismos presentes en la jaula, disminuyendo asi las tasas

de eliminacion del parasito, como se ha observado en el lumpo (Imsland et al., 2015).

No solo los peces tienen esta capacidad limpiadora, sino que como se ha comentado
anteriormente, también se han observado camarones con este comportamiento. En 2005, se realiz
el primer estudio que proporcioné evidencia de la eliminacién y consumo de parasitos por parte de
camarones limpiadores salvajes, concretamente Ancylomenes perdersoni y Urocaridella sp.
(Becker y Grutter, 2005), ambos de la familia Palaemonidae. Se utilizaron Palaemon adspersus,
Palaemon elegans (Ostlund et al., 2005), Ancylomenes holthuisi y Urocaridella sp. (Becker y
Grutter, 2004) en condiciones de laboratorio y se descubri6 que los camarones limpiadores también
pueden consumir ectopardsitos monogeneos. Aunque su deteccion en el contenido estomacal es
mas complicada que en el caso de otros pardsitos crustdceos debido a sus cuerpos blandos y su
pequefio tamafio, los monogeneos se pueden identificar debido a que poseen ganchos

esclerotizados en el haptor y otras estructuras que no son digeridas por las enzimas (Vaughan et
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al., 2017). Otras evidencias de gran interés para este estudio fueron las pruebas antecedentes de
que el camaron limpiador del norte (Lysmata amboinensis) es un limpiador muy eficiente a la hora
de consumir huevos de monogeneos y oncomiracidios de Neobenedenia sp. en cautividad, donde
se ha comprobado que es capaz de reducir las tasas de infeccion (Militz y Hutson, 2015). Utilizar
crustaceos limpiadores en vez de peces limpiadores presenta algunas ventajas, ya que mientras que
los peces tienen potencial para transmitir enfermedades a sus “clientes”, en el caso de los
crustaceos, como la distancia evolutiva entre estos y los peces es mayor, la capacidad de

transmision de enfermedades se ve limitada (Militz y Hutson, 2015).

El orden Amphipoda se caracteriza por su abundancia en biomasa y densidad, asi como por
su diversidad, omnivoria, oportunismo y adaptabilidad en cuanto a la dieta (Giari et al., 2020).
Ademas, su alta tasa de reproduccion, rapido crecimiento y valor nutricional los posicionan como
una posible fuente de alimento en acuicultura (Lolas et al., 2018). Elasmopus rapax (Costa, 1853)
(Figura 3), perteneciente a la familia Maeridae, es una especie que se encuentra distribuida a nivel
mundial en un rango de distribucion subtropical. Se encuentra presente hasta los 50 metros de
profundidad y habita los fondos duros en el noroeste Pacifico, el noreste Atlantico y el
Mediterraneo. Los organismos de esta especie son gonocoricos y presentan dimorfismo sexual,
siendo los machos mas grandes que las hembras. Los machos localizan las hembras potenciales
mediante sus antenas, detectando las feromonas liberadas por las hembras. El macho libera el
esperma en la bolsa de la hembra, y unas horas mas tarde, la hembra libera alli también sus huevos
para la fertilizacion. Los huevos se desarrollan en la bolsa (Figura 3), donde los juveniles
permanecen durante unos dias después de eclosionar y antes de ser liberados al exterior (Sea Life

Base, 2024).

Figura 3. Elasmopus rapax. La flecha indica la posicion de la bolsa.
Fuente: Aphotomarine.com (2024).
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Investigadores y trabajadores del IEO-CSIC de Santa Cruz de Tenerife observaron
recientemente la presencia del anfipodo E. rapax en tanques con peces infectados por N. melleni.
Este centro se abastece directamente con agua de mar en la que llegan asociados algunos
organismos como son los anfipodos de esta especie. Su presencia avivo la curiosidad para tratar de
descubrir si estos invertebrados podrian estar alimentdndose de los pardsitos presentes en los
tanques, incluyendo el ectoparasito N. melleni, actuando asi como vector de control bioldégico Su
potencial adicional como presa viva alternativa para la alimentacion larvaria de diversas especies
de interés acuicola, justificarian el planteamiento de su cultivo con este doble proposito. Teniendo
en cuenta todo lo anteriormente expuesto y en el marco del proyecto THINKINAZUL, se plantea
una colaboracion entre la Universidad de La Laguna y el IEO para el desarrollo del presente trabajo

de fin de master.
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La utilizacion de E. rapax como estrategia de control bioldgico en el cultivo de S. dumerili se
plantea como una estrategia complementaria al uso de vacunas y otros métodos desparasitarios
para reducir la incidencia del monogeneo N. melleni, causante de infestaciones con graves
consecuencias en las instalaciones acuicolas. Por otra parte, para producir de manera intensiva una
especie acuicola, es imprescindible asegurar la obtencion de larvas en cantidad y de calidad
suficiente para sostener la produccion. Estas requieren de un gran aporte de lipidos durante sus
primeras fases de desarrollo, siendo crucial la ingesta de acidos grasos esenciales como el acido
eicosapentanoico (EPA), el acido docosahexanoico (DHA) y el 4cido araquidonico (ARA). En
especies como el rodaballo, la lubina y la dorada, se han utilizado rotiferos y artemia, que son las
presas vivas mas populares. Estas requieren de un previo enriquecimiento con omega-3 LC-PUFA
y de cultivos auxiliares de fitoplancton que suponen costes elevados, por lo que la blisqueda de
presas alternativas de tamafio y calidad nutricional adecuados sigue siendo una prioridad en la

actualidad. Teniendo en cuenta estas consideraciones, se plantean los siguientes objetivos:

- Evaluar el potencial de la especie E. rapax como método de control biologico del
monogeneo N. melleni en el cultivo del medregal (S. dumerili), mediante la realizacion de
experimentos de seguimiento de depredacion del anfipodo sobre los huevos del parésito.

- Evaluar el potencial de E. rapax como presa viva alternativa para alimentacion larvaria en
sistemas acuicolas, mediante el andlisis del contenido de omega-3 LC-PUFA; EPA y DHA,

tanto en los anfipodos experimentales como en anfipodos salvajes.
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3. MATERIALES Y METODOS

Para evaluar el potencial depredador del anfipodo E. rapax sobre los huevos del parasito N.
melleni, se llevd a cabo un estudio compuesto por tres experimentos. Estos experimentos se
disefiaron secuencialmente para obtener evidencias y datos preliminares que permitieran establecer
el disefio experimental mas adecuado en cada caso. Se utilizaron individuos de la especie E. rapax
procedentes del acuario habilitado en el IEO de Santa Cruz de Tenerife para el mantenimiento de
estos organismos (Figura 4) y se transportaron en un recipiente adecuado al laboratorio INMAR de
la seccion de biologia de la ULL. Alli se habilitd otro acuario con un aireador para oxigenar el
agua, algas y piedras para proporcionar refugio a los anfipodos (Figura 5). El acuario se mantuvo
a una temperatura de entre 18-19°C y una salinidad de 37,9 PSU. Los anfipodos utilizados para los
distintos ensayos fueron extraidos de este acuario, donde de forma natural, se iban desarrollando y
reproduciendo. Para ello, se separaba en una placa de Petri y observaba bajo lupa un conjunto de

individuos, seleccionando aquellos que presentaban un rango de talla similar.

& : Vlwv'-o-/i @ § »

Figura 4. Acuario del IEO que contiene E. rapax, junto
con algas y objetos como tubos y mallas que les
permiten refugiarse.

Figura 5. Acuario habilitado en el
laboratorio INMAR (ULL) con los
anfipodos procedentes del IEQ.

Por otra parte, los huevos del parasito N. melleni, también fueron capturados en el IEO. Su
recoleccion se realizo en tanques de fibra de vidrio de 1000 litros situados en el interior de las

instalaciones que contenian individuos de la especie S. aurata infectados por el parasito. Para ello,
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se utilizo el dispositivo mencionado anteriormente que consiste en la colocacion de discos de nylon
de 65 mm de didmetro y una luz de malla de 1500 um sujetos a un soporte lineal (Figuras 6 y 7).
Estos discos se sumergen en el tanque cerca del desagiie superficial, donde se recolectan los huevos

que quedan enganchados en la malla debido a sus apéndices filamentosos (Cejas ef al., 2014).

Figura 6. Soporte lineal que se coloca en el tanque donde se fija
la malla de nylon en la que quedan enganchados los huevos.

_,\’ : :
Figura 7. Malla de nylon que queda sumergida en
el tanque.

Después de 48 horas se retiraban las mallas del tanque, se disponian en placas de Petri con agua de

mar filtrada y etiquetaban (Figura 8) para ser transportadas a las instalaciones de la ULL.

Figura 8. Preparacion de las placas de Petri con agua de
mar filtrada antes de la extraccion de las mallas del tanque.

De manera preliminar se realizaron observaciones exhaustivas bajo lupa, de huevos y
anfipodos, con el fin de verificar visualmente la ingesta por parte E. rapax de los huevos de N.

melleni. Posteriormente, se procedid al disefio y ejecucion de diversos ensayos.

15



A continuacidon, se describen las -caracteristicas de cada experimento, destacando las

modificaciones implementadas en cada etapa para optimizar el estudio.

3.1 Primer experimento

3.1.1 Preparacion de placas

Se prepararon 8 placas de Petri, la mitad de las cuales se utilizaron como control (con
huevos y sin anfipodos) y la otra mitad como experimentales (con huevos y anfipodos), con una
media de 408 + 21 huevos. En cada placa experimental se afiadieron 4 anfipodos, utilizando un

total de 16 individuos.

3.1.2 Mantenimiento de las placas

Las placas se mantuvieron en el laboratorio INMAR de Biologia Marina a una temperatura
ambiente aproximada de 18°C (Figura 9). Se dejaron ligeramente abiertas para que hubiera un

mejor intercambio de oxigeno con el ambiente y evitar la anoxia.

Figura 9. Placas que contienen las muestras de huevos y anfipodos situadas en una
mesa del laboratorio INMAR.

3.1.3 Recuento de huevos

Mediante la lupa binocular se hizo un recuento de huevos los dias 0, 3, 4, 5, 7y 10 de
experimento. El recuento consistio en hacer un barrido de cada placa, bajo la lupa, para contar los

huevos presentes en cada rejilla. Se establecid un criterio para homogeneizar los recuentos,
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considerando como huevos enteros, y, por lo tanto, contables, aquellos que conservaban como
minimo un 80% de su estructura original, mientras que los que conservaban un porcentaje inferior
debido a las mordeduras recibidas por parte de los anfipodos se consideraban comidos y no se
incluian en el recuento. Siguiendo este criterio, también se consideraban como huevos enteros
aquellos que ya habian eclosionado y presentaban una pequefia apertura en un vértice (Figura 10).
Los resultados se apuntaron diariamente en la libreta del estudio, donde también se afiadieron

observaciones.

Figura 10. Huevo eclosionado. El
oncomiracidio sale del huevo por una
apertura en uno de los vértices.

3.1.4 Manejo de anfipodos muertos

Cuando se empezaron a detectar individuos muertos en las placas, estos se recolectaron en
un tubo Eppendorf etiquetado que se conservo en el ultracongelador (-80 °C). La recoleccion se
hacia de manera inmediata, de esta forma los ejemplares eran conservados en buen estado para la
realizacion de analisis lipidicos posteriores. Una vez el 50% de los anfipodos morian, se paraba el

experimento.

3.2 Segundo experimento

3.2.1 Preparacion de placas

Se prepararon 8 placas de Petri, la mitad de las cuales se utilizaron como control (con

huevos y sin anfipodos) y la otra mitad como experimentales (con huevos y anfipodos), con una
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media de 558 + 50 huevos. En cada placa experimental se afiadieron 4 anfipodos, utilizando un

total de 16 individuos.

3.2.2 Recuento de huevos

El procedimiento de recuento fue el mismo que el utilizado en el Experimento 1, ahora

bien, en este caso el recuento se realizo a diario, incluyendo los fines de semana.

Para el mantenimiento de las placas, el recuento de huevos y el manejo de individuos muertos, se

siguieron los mismos procedimientos descritos en el primer ensayo.

3.3 Tercer experimento

3.3.1 Preparacion de placas

En el presente experimento se realizaron ciertos ajustes destinados a disminuir la carga y la
variabilidad en el nimero de huevos inicial de cada disco. Asi, se solicité al personal del IEO que
se nos proporcionara un nimero mayor de discos, y a dos tiempos de exposicion en el tanque
infectado de dorada, inferiores a las 48h de los ensayos previos. Se obtuvieron asi 20 placas con
huevos de las cuales, 10 habian sido mantenidas en el interior del tanque durante 24 horas (placas
1.1 a1.10) y las 10 restantes durante solo 5 horas (placas 2.1 a 2.10). Después del recuento de cada
malla, se eligieron las placas 1.1, 1.3, 1.4, 1.5, 1.6, 1.7, 1.8, 1.9 y 1.10, que habian sido dejadas en
el interior del tanque durante 24 horas, y la placa 2.8, que estuvo expuesta 5 horas. En este
experimento, se montaron solo estas10 placas de Petri experimentales con huevos en todas ellas
(115 £ 15) y 2 anfipodos por placa, siendo el nimero total de anfipodos 20, y prescindiéndose del
grupo control, al no observarse en los ensayos previos degradacion ni variacion en el numero de

huevos, en ausencia de anfipodos.

3.3.2 Mantenimiento

Las placas se mantuvieron durante todo el experimento en una sala con una temperatura
estable de 20 °C (Figura 11). También se aplico un fotoperiodo de 24 h de oscuridad para simular

las condiciones de penumbra en las que se suelen encontrar los anfipodos en el medio natural. Para
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ello se us6 una caja de carton perforada en la parte superior (Figura 12). Con estas condiciones se

pretendia aumentar la supervivencia de los anfipodos en las placas.

Figura 12. Caja de carton cubriendo las
placas para proporcionar a los
anfipodos un ambiente de refugio.

Figura 11. Disposicion de las placas del
experimento 3.

Para prevenir dafios debidos a la evaporacion y consecuentemente, un aumento de la
salinidad, se observo el nivel de agua en las placas diariamente y se llevo a cabo una renovacion

de esta cuando fue necesario.

Para el recuento de huevos y el manejo de individuos muertos se siguieron los mismos

procedimientos descritos en los experimentos anteriores.

3.4 Analisis lipidico

Para evaluar la idoneidad nutricional de los anfipodos como presa viva alternativa para
larvas de especies de interés acuicola se procedi6 a realizar unos analisis preliminares del contenido
lipidico y el perfil de 4cidos grasos de los individuos recolectados de las placas de Petri

experimentales, y de individuos salvajes.

3.4.1 Extraccion lipidica

La extraccion lipidica se realizo6 siguiendo el método de Folch et al. (1957) modificado por
Christie y Han (2010). Se llevaron a cabo 6 extracciones, 3 para los anfipodos de cada uno de los

3 experimentos y otras 3 extracciones de individuos salvajes. Para cada extraccion y debido al
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reducido tamafio de los anfipodos, se realizoé un pool de todos los individuos de cada uno de los

experimentos y 3 pools de individuos salvajes.

Muy brevemente, cada muestra se homogeneiz6 con 8§ ml de cloroformo metanol
(CL:MET) (2:1, v/v) mediante un homogeneizador eléctrico (CASALS, Girona, Espafia), y se filtrd
mediante un embudo para eliminar los restos solidos restantes. En un nuevo tubo se recupero6 todo
el contenido lipidico y el resto de los compuestos liposolubles. Se afiadieron 2 ml de cloruro
potasico (KCL) al 0,88% para aumentar la tension superficial entre las fases. Se agitaron los tubos
con el Vortex (Figura 13) y se centrifugaron a 1.500 rpm durante 5 minutos. La fase inferior que
contenia los lipidos fue extraida y trasvasada a un nuevo tubo. Se evapor6 el solvente (CL:MET)
mediante el vaporizador de nitrogeno (Figura 14). El extracto lipidico se resuspendio6 en cloroformo
metanol y se pasd a viales previamente pesados. Se evapord el solvente nuevamente y se
mantuvieron los viales en una camara de vacio en condiciones de oscuridad durante 12 horas.
Pasado este tiempo, se pesaron los viales y se obtuvo el peso del extracto de lipido seco calculando
la diferencia con el peso del vial vacio. Por lltimo, el extracto de lipido total (LT) se redisolvio con
cloroformo: metanol 2:1, con butilhidroxitolueno (BHT) como antioxidante y a una concentracion
de 10 mg/ml. Se sellaron los viales con nitrdgeno para evitar la peroxidacion lipidica y se
conservaron en el congelador a -20°C. Todos los pasos anteriores se realizaron en presencia de

hielo para minimizar la modificacion del perfil lipidico de las muestras por accion de las lipasas.

Para calcular el porcentaje de lipido fresco se utilizo la siguiente féormula:

% Lipido total peso fresco = LT (mg) x 100
peso fresco de la muestra (mg)
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Figura 14. Evaporacion del solvente mediante el

Figura 13. Agitacién de un tubo ~ Vaporizador de nitrégeno.
en el Vortex.

3.4.2 Determinacion del perfil de dcidos grasos

Para obtener los ésteres metilicos de los acidos grasos o ‘FAMEs’ (del inglés, Fatty Acid
Methyl Esters) se transmetildo 1 mg de cada extracto lipidico obtenido anteriormente. Se le afiadid
un 5% del acido graso conocido (19:0), como estandar interno, asi como 1 ml de tolueno y 2 ml de
acido sulftrico al 1% en metanol. Se incubaron las muestras en una manta calefactora a 50°C
durante 16 horas, en atmosfera de nitrégeno y oscuridad. Concluido este tiempo, en cada tubo se
afiadieron 2 ml de bicarbonato potasico (KHCO3) al 2%, 5 ml de hexano dietil éter (1:1 ml) con
BHT al 0,01%, se agitaron y se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos. Se formaron dos fases,
siendo la superior la que contenia los FAMEs. Se extrajo la fase superior y se transfirié a nuevos
tubos (Figura 15). Para asegurar la recoleccion de todos los ésteres metilicos se realiz6 un segundo
lavado del tubo con 3 ml de hexano dietil éter sin BHT. Se evapor¢ el solvente con nitrégeno y se

resuspendi6 cada muestra con 100 pl de hexano.

Para el aislamiento y la purificacién de los FAMESs se realizé una cromatografia en capa

fina o “TLC’ (del inglés, Thin Layer Cromatography). Se emplearon placas de silice de 20 x 20 cm
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de largo y 0,25 cm de ancho (Macherey-Nagel, Diiren, Alemania) donde se aplicaron las muestras
transmetiladas y aisladas. Para el desarrollo de la fase mévil se prepard una solucion de hexano,
éter y acido acético (90:10:1 ml). Una vez desarrolladas las placas, se tifio con iodina (1% iodo en
cloroformo) la banda perteneciente a los FAMEs de estandar externo aplicado en la misma placa
junto con las muestras. Las manchas obtenidas permitieron delimitar asi las zonas correspondientes
a los FAME:s purificados de las muestras. Se rasp¢ la silice de cada zona con una espatula metalica
y se recuperd cada muestra en un tubo de ensayo, donde se anadieron 8 ml de hexano éter sin BHT
y 2 ml de hexano éter con BHT al 0,01%. Para precipitar la silice sobrante se centrifugaron los
tubos a 1500 rpm durante 5 minutos. Se extrajo la parte superior que contenia los FAMEs
purificados, se evaporo el solvente, se resuspendieron las muestras en hexano y se almacenaron en

el congelador a -20°C.

Para determinar el perfil de acidos grasos se hizo una cromatografia de gases de las
muestras de FAMEs. Se utiliz6é un cromatografo de gases (Thermo Scientific TRACE-GC Ultra,
Milén, Italia), con inyeccién en columna y un detector de ionizacion de llama (FID), en una
columna de silice fundida y empleando helio como gas portador. Para interpretar los resultados
obtenidos con el cromatografo, se compararon los tiempos de retencion de cada 4cido graso con
los de un patron compuesto por una mezcla de aceite de pescado y varios multiestandares
comerciales de composicion conocida. Los valores obtenidos se representaron como la proporcion

relativa de cada acido graso respecto al total de acidos grasos.

los tubos para la obtencion de los FAMEs .
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3.4 Analisis de datos

Para determinar el consumo de huevos por anfipodo se dividio el valor de huevos consumidos
en las placas entre el nimero de individuos que estaban vivos en las mismas. Posteriormente se
aplico el test de Friedman para evaluar si hubo efecto del factor dia en medidas intrasujeto, es decir,
en el consumo de huevos por anfipodo (P-valor < 0,05). Cuando las diferencias fueron
significativas se realiz6 un analisis post-hoc usando el estadistico de Wilcoxon para determinar las

diferencias entre cada dia (P-valor <0,1).

Por otra parte, se realizd una prueba T- de Student para determinar si existian diferencias
significativas de cada 4cido graso o indice lipidico entre el grupo de anfipodos experimentales y el
grupo de anfipodos salvajes (P-valor < 0,05). Para llevar a cabo este andlisis estadistico, se
confirmo la normalidad de los datos mediante el test de Shapiro-Wilk. Para las variables que no

cumplian la hipotesis de normalidad se aplicaron las transformaciones del arcoseno y la inversa.

El estudio estadistico se llevo a cabo con el software IBM SPSS Statistics 25.0.
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4. RESULTADOS

Como se sefialo en el apartado de material y métodos, previamente al planteamiento del
primer experimento se observd el comportamiento de los anfipodos en la placa. Cuando se
obtuvieron evidencias del consumo de un huevo (Figura 16), se procedid con el primer

experimento.

Figura 16. Anfipodo manipulando e ingiriendo un huevo.

Los grupos control con los que se trabajo durante el primer y segundo experimento no
presentaron variaciones en cuanto al nimero de huevos por placa, mas alld de pequenas
oscilaciones debidas a posibles errores en el conteo. Por este motivo, en los datos mostrados a

continuacion, no se representan los datos de los grupos control.

En la Figura 17 se muestra la mortalidad de anfipodos en cada experimento. Se puede
observar que el mayor nimero de muertes se produjo en el segundo experimento, alcanzando cifras
superiores al 50% el séptimo dia del experimento, mientras que en el primero se alcanzo el 50% en
el dia 10 y en el tercero el dia 12. En los tres experimentos hubo una baja mortalidad durante los
primeros dias, y mientras que en el experimento 2 empezd a aumentar a los 5 dias, en los otros

experimentos se produjo el aumento durante los tltimos dias (del 9 al 12).
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Mortalidad de anfipodos
(valor acumulado)

= Experimento |  wExperimento 2 » Experimento 3
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Figura 17. Representacion grdfica de la mortalidad de anfipodos por experimento (valor acumulado).

4.1 Primer experimento

El primer experimento tuvo una duracion de 10 dias. Como se puede observar en la Figura
18, el mayor consumo de huevos se produjo durante los 4 primeros dias de experimentacion,
presentando diferencias significativas, comparado con el consumo de huevos del dia 7, en el que

se registrd el menor consumo.
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Huevos de N. melleni consumidos por individuo de E. rapax

EXPERIMENTO 1
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Figura 18. Representacion grdfica del numero de huevos de N. melleni
consumidos en cada muestreo por individuo de E. rapax en el primer
experimento realizado. Media * error estandar (n=4). Diferentes letras indican
diferencias significativas (p-valor < 0,1).

4.2 Segundo experimento

El segundo experimento tuvo una duracion de 7 dias (3 dias menos que el primero) debido
a la alta mortalidad de anfipodos detectada el Gltimo dia. Como se puede observar en la Figura 19,
el consumo de huevos se produjo de forma irregular. El primer dia se detecté el mayor consumo
de huevos por anfipodo, con una diferencia significativa respecto a los dias 2 y 6, cuando se observo

el menor consumo.
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Huevos de N. melleni consumidos por individuo de E. rapax

EXPERIMENTO 2
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Figura 19. Representacion grdfica del numero de huevos de N. melleni consumidos
diariamente por individuo de E. rapax en el segundo experimento realizado. Media

+ error estandar (n=4). Diferentes letras indican diferencias significativas (p-valor
<0,1).

4.3 Tercer experimento

El tercer experimento tuvo una duracion de 12 dias, superior a la de los experimentos
anteriores. Como se puede observar en la Figura 20, la mayor ingesta de huevos por anfipodo fue

el primer dia, mientras que los dias 5 y 7 presentaron el menor consumo.

Huevos de N. melleni consumidos por individuo de E. rapax

EXPERIMENTO 3

12

10

(o}
bc
bc
4
-ab ab ab ab
H HamE
a a a
0 MY

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10 Dia 11 Dia 12

~

Figura 20. Representacion grdfica del numero de huevos de N. melleni consumidos diariamente por
individuo de E. rapax en el segundo experimento realizado. Media + error estandar (n=10). Diferentes letras
indican diferencias significativas (p-valor < 0,1).
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4.4 Contenido lipidico y perfil de acidos grasos

En la Tabla 2 se puede observar que no hubo diferencias significativas en el porcentaje de

lipido total ni en el contenido total de acidos grasos, entre los individuos cultivados y salvajes.

Sin embargo, si se detectan diferencias especificas en la mayoria de los acidos grasos que
se reflejan también en los sumatorios correspondientes. Asi, los dcidos grasos saturados (SFA) mas
relevantes fueron el 4cido palmitico (16:0) y el 4cido estedrico (18:0). Ambos fueron mas

abundantes en los individuos procedentes de los experimentos.

En cuanto a los 4cidos grasos monoinsaturados (MUFA), los anfipodos sometidos a los

experimentos aumentaron los niveles de 16:1 (n-9) y 18:1 (n-9) respecto a los individuos salvajes.

Por otra parte, destacan las diferencias en el contenido de los acidos grasos poliinsaturados
(PUFA), siendo mayor en los anfipodos salvajes. Concretamente destacan los acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga (LC-PUFA) mas relevantes fisiologicamente como son el ARA
(20:4 (n-6)), EPA (20:5 (n-3)) y DHA (22:6 (n-3)). Ademas, el DPA (22:5 (n-3)) presentd unos

valores muy superiores al doble en los anfipodos salvajes comparado con los de los experimentos.
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Experimentos Salvajes Dif.
LT (% p.f.) 0,86 = 0,25 | 0,74 <+ 0,18
> AG (ug/mg) | 2,05 =+ 0,30 | 2,28 + 0,19
16:0 26,75 = 4,14 |1791 £ 0,12 *
18:0 1143 £ 1,27 | 7,39 = 0,06 *
> SFA 41,33 = 5,64 |2798 £ 0,34 *
16:1 (n-9) 0,86 = 0,32 | 0,34 + 0,05 *
16:1 (n-7) 1,26 £ 0,46 | 1,36 + 0,26
18:1 (n-9) |[22,16 = 2,14 |17,53 £ 0,53 *
18:1 (n-7) 2,80 £ 1,12 | 3,06 + 0,12
20:1 (n-9) 1,43 = 0,06 | 1,59 <+ 0,12
> MUFA 29,55 = 4,27 |24,10 £ 0,32
18:2 (n-6) 347 £ 1,42 | 3,68 + 042
18:3 (n-3) 0,67 = 0,17 | 1,87 = 041 *
18:4 (n-3) 0,12 £ 0,21 | 0,41 = 0,04
20:3 (n-6) 0,12 £ 0,20 | 0,32 <+ 0,05
20:4 (n-6) 442 = 0,11 | 7,58 = 0,28 *
20:4 (n-3) 0,13 £ 0,23 | 0,25 + 0,23
20:5 (n-3) 877 £ 0,50 (16,19 = 1,04| *
22:5 (n-6) 0,51 = 0,09 | 0,72 = 0,01 *
22:5 (n-3) 0,19 = 0,17 | 097 + 0,28 *
22:6 (n-3) 535+ 0,74 | 7,76 = 0,75 *
> PUFA 24,60 = 2,26 |41,86 = 0,47 *
> LC-PUFA | 20,00 +£ 1,15 (35,51 = 1,13| *
> DMA 2,09+ 0,29 | 3,29 + 0,09| *
> UK 2,42 + 0,89 | 2,77 £ 0,17

Tabla 2. Valores de lipido total (% p.f.) y contenido total de dcidos
grasos (ug/mg). Proporcion relativa de cada acido graso respecto al
total (%). Media + error estandar. * Indica diferencias significativas
(p-valor <0,1).



5. DISCUSION

Este estudio confirma el potencial de E. rapax para depredar sobre los huevos de N. melleni,

sugiriendo su posible uso como método de control bioldgico contra los parasitos monogeneos.

Los anfipodos son el grupo de crustdceos mdas diverso en cuanto a estilos de vida, tipos
troficos, habitats y medidas (Herndndez, 2016). Constituyen uno de los grupos dominantes en los
habitats marinos rocosos y los fondos blandos, donde tienen un importante rol ecolégico y son un
punto de unidn entre la produccion primaria, la secundaria y los niveles troficos superiores (Guerra-

Garcia et al., 2014).

Estos organismos presentan una alta diversidad de hébitos alimenticios, que incluyen la
ingesta de detritus, bacterias, hongos, presas vivas y restos de animales y plantas (Conradi y
Cervera, 1995). Los resultados obtenidos en este estudio se pueden relacionar con el oportunismo
caracteristico de este grupo, ya que la capacidad que tienen los anfipodos para manipular distintos
tipos de alimento los convierte en candidatos ideales para los experimentos realizados. Ademas de
los indicios observados en los conteos de huevos, también se documentd un anfipodo manipulando,

masticando e ingiriendo un huevo.

En el primer experimento realizado, se observd una evidencia del consumo de huevos,
especialmente durante los primeros dias. En los recuentos posteriores, se notd que la tendencia a la
ingesta de huevos continuaba, aunque en menor medida que en los dias iniciales. El tiempo de
eclosion de los huevos es variable y uno de los factores que influye en esta variabilidad es la
temperatura. El mayor éxito de eclosion (80 %) se produce cuando la temperatura est4 entre los 18
y los 30°C, mientras que a 16°C y a 32°C no se produce eclosion (Valles et al., 2019). A
temperaturas entre 24°C y 30°C, el tiempo de eclosion puede ser de 4 a 5 dias, pero a temperaturas
inferiores (22°C) este tiempo puede llegar a extenderse a mas de 7 dias (Hoai y Hutson, 2014;

Valles et al., 2019).
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Podria existir una relacion entre el tiempo de eclosion de los huevos y el hecho de que los
anfipodos los consumieran mayoritariamente durante los primeros dias de estudio (Figura 18 y
Figura 20). Seria interesante investigar si los anfipodos son capaces de diferenciar entre los huevos
sin eclosionar y los huevos eclosionados, y determinar si, en caso de que lo hagan, el motivo de la
disminucién de la ingesta pasados unos dias, es que el huevo les aporta mas nutrientes antes de la

eclosion.

Después de realizar el primer experimento y confirmar la interaccion entre los anfipodos y
los huevos, se observd que los valores obtenidos en los conteos realizados unicamente durante los
dias elegidos eran muy variables. Para tratar de entender esta variabilidad, se decidi6 realizar

conteos diarios en los experimentos posteriores.

En el segundo experimento se utilizaron placas con una media de 558 £+ 50 huevos por
placa. Este experimento cont6 con la mayor cantidad de huevos, lo que no pas6 desapercibido, ya
que los recuentos presentaron mayor dificultad e implicaron mas tiempo. Ademas de los huevos,
en las placas también habia una cantidad considerable de materia orgénica procedente del tanque
inicial. A lo largo del experimento, junto con los exoesqueletos de los anfipodos y sus secreciones

mucosas, se generaron agrupaciones de huevos y materia orgénica que dificultaron el conteo.

A esta dificultad se sumod la ola de calor que se produjo durante los dias 4 y 5 del
experimento. Durante esos dias, las temperaturas en San Cristobal de La Laguna registraron una
media de 26,3°C, alcanzando picos de 31°C (Meteostat, 2024). Estresores ambientales como el
aumento de la temperatura, el bajo oxigeno y la limitacion de alimento impactan la salud de los
organismos, reduciendo progresivamente su reproduccion, crecimiento, actividad y, en ultima
instancia, su supervivencia (Semsar-kazerouni et al., 2020). Estos estresores pueden influir
significativamente en el balance energético de los organismos debido al requerimiento adicional
de energia para restablecer y mantener la homeostasis, lo que puede poner a prueba los sistemas de
adquisicion, transformacion y conservacion de energia (Vereshchagina et al., 2016). Asi, en este
experimento se pudo corroborar que el aumento de la temperatura y el subsecuente aumento de la
salinidad en las placas afectaron la supervivencia de los anfipodos, alcanzando una mortandad

superior al 80% en tan solo 3 dias (Figura 17).
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Para optimizar el estudio y tratar de obtener una mayor supervivencia de los anfipodos, en
el tercer experimento se realizaron cambios metodoldgicos que permitieron tener un mayor control
sobre la temperatura y el fotoperiodo. Las placas se mantuvieron a una temperatura estable de
20°C, eliminando asi posibles variaciones de temperatura y la consecuente evaporacion de agua.
La mayoria de los organismos han desarrollado un reloj interno que regula los ritmos circadianos
de su metabolismo, fisiologia y comportamiento. En un estudio realizado por Lefei Jiao ef al.
(2022) con el camarén blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamei), se observo que la exposicion
continua a la oscuridad alteraba el metabolismo del hepatopancreas (importante para la digestion,
absorcion y metabolismo de los nutrientes) y la homeostasis de la microbiota intestinal. También
se observo la reduccion en la expresion de algunos genes involucrados en la determinacion del

color del cuerpo, el ritmo diurno, la funcién inmunoldgica y los niveles hormonales.

Por otra parte, se cree que tanto la temperatura como el fotoperiodo controlan la diapausa
en varios anfipodos marinos, entendiendo este proceso como el fendmeno fisiologico de
inactividad para sobrevivir a condiciones ambientales desfavorables (Steele, 1967). En el caso del
anfipodo Hyalella azteca, se detectdé que el fotoperiodo es la principal sefial de induccion y
terminacion de la reproduccion, y se demostrd que con un fotoperiodo de pocas horas de luz (8
horas) el anfipodo entraba en una fase de reposo reproductivo (De March, 1976). Por consiguiente,
se planteo aplicar un fotoperiodo de 24 horas de oscuridad en el tercer experimento para tratar de

disminuir el estrés en los anfipodos y aumentar su supervivencia.

Los resultados obtenidos con estas modificaciones fueron satisfactorios, en el sentido de
que la supervivencia fue superior a la de los otros experimentos, llegando a una duracion de 12
dias. Al extraer la caja que cubria las placas para proceder al conteo de huevos, se pudo observar
que los anfipodos presentaban muy poca actividad y no comenzaban a moverse hasta ser expuestos
a la luz de la lupa. Ademas, el consumo de huevos por anfipodo en el tercer experimento fue el
mas bajo de entre los tres ensayos (2,37 £ 0,65), lo que sugiere que las modificaciones realizadas
disminuyeron el metabolismo de los anfipodos, reduciendo su gasto energético y favoreciendo su
supervivencia. Sin embargo, la menor actividad gener6 también un menor grado de depredacion

sobre el parasito.
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En este sentido, la mortalidad observada en los 3 experimentos podria deberse al
agotamiento del oxigeno disuelto en la placa, a los cambios bruscos de temperatura, al aumento de
la salinidad o a la falta de alimento. Es posible que los huevos no sean suficientemente nutritivos
para asegurar una supervivencia duradera en E. rapax y que, pasados unos dias, se vean debilitados.
Para resolver esta cuestion, seria interesante plantear ensayos controlando de forma mas estricta
los factores mencionados y realizar un perfil nutricional de los huevos de N. melleni para estudiar

su composicion.

En cuanto al estudio del contenido lipidico y el perfil de 4cidos grasos, cabe destacar como,
las condiciones de cultivo, en donde la tnica fuente de alimento para el anfipodo fue el propio
huevo del parésito, fueran probablemente también el origen de una disminuciéon de LC-PUFA, y
en particular de EPA, de los individuos cultivados frente a los salvajes. No obstante, es destacable
también el alto contenido de estos acidos grasos en ambos grupos de E. rapax, analizados, siendo
los mas relevantes 20:4 (n-6) (ARA), 20:5 (n-3) (EPA) y 22:6 (n-3) (DHA). Algunos invertebrados
marinos tienen la capacidad de sintetizar acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (Kabeya et
al., 2018). Esta capacidad metabolica, junto con su habito de alimentacion detritivoro convierte a
ciertas especies en candidatos ideales para, a través del reciclaje de materiales de desecho de bajo
valor nutricional procedentes de bioindustrias, producir una biomasa altamente nutritiva que se

pueda utilizar como una nueva fuente sostenible de 4cidos grasos.

Algunos grupos de interés son los anélidos poliquetos y los crustaceos gammaridos y
copépodos (Navarro et al., 2021). Entre otros, también se han estudiado especies de gasteropodos
como Phyllonotus pomum 'y Chicoreus brevifrons (D'Armas et al., 2010), y crustaceos como los
cangrejos Eriocheir sinensis 'y Carcinus maenas, o la langosta Homarus vulgaris, todos ellos con

elevadas concentraciones de LC-PUFA (Chapelle, 1977).

En este sentido, la diferencia de composicion observada se podria explicar tanto por la
ausencia de algas ricas el LC-PUFA en su entorno, durante la fase de experimentacion como por
una disminucion en la biosintesis de estos acidos grasos en los individuos sometidos al experimento
por la ausencia de sus 4cidos precursores en la dieta como el 18:3n-3 (ALA) en el caso del EPA y

DHA, y del 18:2n-6 (LA) para la sintesis del ARA, aportados en muchos casos por las propias
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algas de su dieta. Numerosas especies de crustaceos tienen la habilidad de biosintetizar acidos
grasos LC-PUFA, lo cual se podria relacionar con la baja calidad del alimento disponible en los
habitats ricos en detritus (Monroig ef al., 2013). Ademas, se ha observado que algunas especies de
crustaceos expresan una incluso enzima desaturasa n-3 (o Al5), més propia de organismos

fotosintéticos y que cataliza la interconversion de acidos grasos n-6 a n-3, permitiendo incluso la

sintesis de LC-PUFAs como EPA y DHA a partir de 18:2n-6 (Monroig et al., 2013).

Sin embargo, existe poca bibliografia sobre E. rapax en cuanto a esta cuestion, por lo que
no se sabe con certeza si el metabolismo lipidico de los individuos sometidos al experimento se
habria visto disminuido por alguna razén especifica. En cuanto a la hipdtesis relacionada con las
algas, es sabido que las algas son capaces de producir acidos grasos de novo y son, por excelencia,
la mayor fuente de LC-PUFAs, de la cual se alimentan tanto otros organismos acuaticos como los
humanos (Hardwood, 2019). Por lo tanto, el mayor contenido de LC-PUFAs en los individuos que
estuvieron en el acuario con algas durante toda la duracién del estudio podria deberse a su

alimentacion a base de estas algas.

Podria ser interesante en el futuro plantear experimentos en tanques de cultivo de sistemas
multitréficos y tratar de aprovechar el crecimiento de algas como Ulva rigida, Dictyota dichotoma
y Enteromorpha intestinalis, reconocidas como algas de preferencia para los anfipodos Elasmopus
pectenicrus 'y Elasmopus levis respectivamente (Hernandez et al., 2016) en E. rapax y otros
anfipodos presentes en los tanques de cultivo depredando sobre parasitos monogeneos. En esta
misma linea de investigacion, en Alicante se ha estudiado el uso de anfipodos como innovacion
para el reciclado de nutrientes en acuicultura multitréfica dentro del Proyecto Airam, incluido en

el Programa Pleamar. (Pleamar, 2022).

Los anfipodos ya han sido investigados en otros casos, por su interés como presa viva en
acuicultura. Un ejemplo es el uso en el cultivo de cefaldopodos, concretamente para pulpo rojo
(Octopus maya) y sepia (Sepia officinalis). En estos estudios se vio que los juveniles alimentados
con anfipodos gammaridos llegaron a doblar el peso final respecto a los que habian sido

alimentados con artemia (Baeza-Rojano, 2012).
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El éxito de la produccion de larvas y alevines de peces y cefalépodos depende de un
suministro de alimento vivo adecuado y es de los retos a los que se enfrenta la acuicultura.
Comunmente se han utilizado el rotifero Brachionus plicatilis y el crustaceo braquidopodo Artemia
para esta fase de la alimentacion, sin embargo, no siempre permiten un buen crecimiento, ya que
se producen problemas relacionados con la talla inapropiada y la deficiencia nutricional de estas
presas (Jiménez, 2018) Estas presas son deficientes en LC-PUFAs de forma natural, por lo que es
necesario enriquecerlas con productos ricos en estos compuestos antes de suministrarlos a las larvas
(Rodrigues-Filho, 2010). Este enriquecimiento supone un gasto econdmico afadido, por lo que es
interesante contemplar otro tipo de alimentacion. Jiménez ef al. (2021) estudiaron distintas dietas
para alimentar al gammarido Gammarus insensibilis y concluyeron que de entre las dietas testadas,
los tratamientos con detritus y Ulva presentaron los valores mas altos de acidos grasos ARA, EPA
y DHA frente a los que presentaron los tratamientos con Artemia y fitoplancton. Ademas, se
reducirian tanto el coste econémico como el esfuerzo, ya que tanto los detritus como la Ulva se
pueden obtener de forma natural creciendo en las instalaciones de cultivo, sin necesidad de un
cultivo afiadido, al mismo tiempo que su eliminacion del medio seria positiva para el ambiente.
Jiménez (2018) realiz6 un estudio en el que se cultivo Seriola dumerili en época de destete junto
con el anfipodo Gammarus insensibilis y se demostrd que las larvas del pez alcanzaron altos
valores de PUFAs (LA, ALA, ARA, EPA y DHA), con un incremento en la supervivencia y una

reduccion de los problemas asociados a la contaminacion de los tanques de cultivo (Jiménez, 2018).

Asi pues, seria interesante investigar mas sobre el tipo de dietas que podrian aportar una
mayor cantidad de PUFAs a E. rapax y probar su uso, tanto como presa viva como en forma inerte,
para la alimentacion de larvas de pesces y como sustitutivo de otras presas vivas comentadas

anteriormente como los rotiferos o la Artemia.

Este estudio sugiere que el anfipodo E. rapax podria ser utilizado tanto para el control
bioldgico del parasito N. melleni como para ser empleado como presa viva nutricionalmente
adecuada en las primeras etapas del ciclo de vida de peces en acuicultura. En relacién con el control
bioldgico, los experimentos realizados se consideran preliminares, ya que se han ajustado

continuamente para optimizarlos y mejorar nuestro entendimiento sobre la interaccion entre ambas
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especies. Seria interesante continuar esta linea de investigacion, considerando realizar pruebas en

tanques con S. dumerili infectada por el parasito monogeneo, como un siguiente abordaje.
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6. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el estudio permiten extraer las siguientes conclusiones:

e El anfipodo Elasmopus rapax puede capturar e ingerir huevos de Neobenedenia melleni.

e El fotoperiodo y la temperatura son factores que afectan la supervivencia del anfipodo E.
rapax.

e El perfil de acidos grasos LC-PUFA de E. rapax lo hace particularmente atractivo para el
cultivo larval de especies marinas de interés acuicola, aunque es necesario asegurar una
alimentacion que preserve su composicion natural bajo condiciones de cultivo.

e Elanfipodo E. rapax se presenta como un organismo de interés con un doble proposito para
su cultivo: el control bioldgico de pardsitos monogéneos y su uso como presa viva

alternativa particularmente rica en omega-3 LC-PUFA.

The results obtained in the study allow the following conclusions to be drawn:

e The amphipod Elasmopus rapax can capture and ingest Neobenedenia melleni eggs.

e Photoperiod and temperature are factors affecting the survival of the amphipod E. rapax.

e The LC-PUFA fatty acid profile of E. rapax makes it particularly attractive for larval
culture of marine species of aquaculture interest, although it is necessary to ensure a feed
that preserves its natural composition under culture conditions.

e The amphipod E. rapax is presented as an organism of interest with a dual purpose for its
culture: the biological control of monogenean parasites and its use as an alternative live

prey particularly rich in omega-3 LC-PUFA.
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