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1. RESUMEN

1.1. RESUMEN

En los Ultimos afos la industria acuicola ha incorporado ciertos insectos como fuente de proteinas en
sus piensos al objeto de disminuir su dependencia de las harinas de pescado. Los estudios realizados al
respecto se han centrado en el efecto sobre el crecimiento de los peces, pero no ha sido bien analizado su
efecto sobre la composicion de su microbiota intestinal, siendo éste un aspecto clave para la adecuacion de la
incorporacion de insectos a la dieta acuicola. En este TFM se detalla el estudio metagenomico realizado para
conocer la composicion de la microbiota gastrointestinal de doradas alimentadas con distintas dietas en las
que se ha sustituido parte de la harina de pescado por harina de Hermetia illucensy Tenebrio molitor (50 %
de sustitucion con cada insecto, 30 % con Hermetia, 50 % con Hermetia modificada en lipidos y control con
100 % de harina de pescado). Los resultados muestran que en las dietas con insectos, mas que una aparicion
o desaparicion significativa de especies, tiene lugar una redistribucion en la composicion del microbioma
intestinal, estando éste dominado por representantes de los géneros Vibrionales y, en menor medida,
Bacillales. Ademas, parecen modelar mas esta composicion los diferentes niveles de inclusion de harina de
insecto que la especie de insecto utilizada. Por otro lado, la dieta con harina de insecto rebajada en grasa

disminuye el impacto sobre el microbioma, conservando un mayor grado de homologia con la dieta control.

Palabras clave: Acuicultura, Sparus aurata, microbiota intestinal, harina de insecto, Hermetia illucensy

Tenebrio molitor.

1.2. ABSTRACT

In recent years the aquaculture industry has incorporated several insect species as a source of protein
in their feed to reduce their dependence on fishmeal. The studies carried out in this regard have focused on
the effect on fish growth, but their effect on the composition of their gut microbiota has not been well
analyzed, this being a key aspect for the suitability of the incorporating insects into aquaculture diets. This TFM
details the metagenomic study carried out to know the composition of the gastrointestinal microbiota of sea
breams fed with different diets in which fishmeal has been partially replaced by Hermetia illucens and
Tenebrio molitor meal (50 % substitution with each insect, 30 % with Hermetia, 50 % with defatted Hermetia
and control with 100 % fishmeal). The results show that in the insect diets, rather than a significant
appearance or disappearance of species, there is a redistribution in the composition of gut microbiome, which
is dominated by representatives of the Vibrionales and, to a lesser extent, Bacillales orders. Furthermore, the
different levels of insect meal inclusion seem to shape this composition more than the specie of insect used.
On the other hand, the diet with low-fat insect meal decreases the impact on the microbiome, retaining a

higher degree of homology with the control diet.

Key words: Aquaculture, Sparus aurata, gut microbiota, insect meal, Hermetia illucens and Tenebrio

molitor.

Resumen 3



Estudio de la microbiota intestinal de dorada (Sparus aurata) alimentada con diferentes dietas basadas en insectos

2. INTRODUCCION

2.1. IMPORTANCIA DE LA ACUICULTURA

2.1.1. La produccion de alimentos

El crecimiento de la poblacion y del consumo propicia el aumento de la demanda mundial de
alimentos. La competencia por la tierra, el agua y la energia esta al alza, ademas de la
sobreexplotacion de los recursos naturales, lo que afecta a la capacidad productiva. Por otro lado, es
necesario reducir el impacto del sistema alimentario en el medio ambiente, a la vez que hay que
considerar los efectos del cambio climatico. El uso de vias innovadoras puede permitir que se
produzcan mas y mejores alimentos y puede garantizar que se utilicen de manera mas eficiente y

equitativa (Godfray et al, 2010).

Si bien los océanos producen el 50 % de la biomasa del planeta, los alimentos procedentes de
ellos solo alcanzan el 2 % del consumo diario de calorias por persona y el 15 % del consumo de
proteinas mundial (Comision Europea, 2017). Los alimentos de origen acuatico aportan acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga (Omega-3: Acido docosahexaenoico, DHA, y EPA, Acido
eicoesapentaenoico) y aminoacidos esenciales, sus proteinas tienen mayor biodisponibilidad que las
vegetales y son fuente de vitaminas (D, A y B) y minerales (calcio, iodo, zinc, hierro y selenio).
Ademas, los recursos para producirlos son menores que los de origen en tierra, ya que las tasas de
reproduccion de los animales acuaticos son muy superiores a las de los terrestres, aparte de ser mas
eficientes en la conversion de su alimento. Asi pues, si se aumenta la proporcion de alimentos
procedentes de los océanos se reducira la presion de la agricultura sobre los recursos naturales

terrestres (APROMAR, 2020).

2.1.2. Acuicultura

La acuicultura es el cultivo de organismos acuaticos que implica intervenciones en el proceso
de cria para aumentar la produccion (FAO, 2019). Surgid hace 4.000 anos, aunque hasta hace
apenas 50 no se ha convertido en una actividad socioecondmica relevante. Abarca practicas
variadas y un gran nimero de especies y sistemas de produccién. En las granjas acuicolas se crian
peces, crustaceos, algas, moluscos y otros invertebrados. Ademas del papel clave en el suministro
de alimento, otras finalidades de esta actividad son la elaboracion de productos farmacéuticos, la
suelta de ejemplares para la pesca deportiva, la repoblacion del medio natural, la acuariofilia o la

investigacion cientifica (APROMAR, 2020).
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En la Figura 1 puede observarse como ha aumentado la produccion acuicola a un ritmo de
7,5% por ano desde 1970. A pesar de este rapido crecimiento, su margen de mejora es amplio. Esto
supone que el sector debera afrontar grandes desafios ambientales a medida que intensifica la
produccion, lo que exige nuevas estrategias de desarrollo para una acuicultura sostenible. Esas
estrategias deben aprovechar los avances técnicos logrados en aspectos como los piensos, la

seleccion genética, la bioseguridad o el control de enfermedades (FAO, 2020).
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Figura 1. Evolucion de la produccion acudtica mundial (pesca + acuicultura) en el periodo 1950-2018 (FAO, 2020).

La gran biodiversidad del medio acudtico y la adaptabilidad de las especies a unos cada vez
mejores sistemas de produccion permitieron que en 2018 se produjeran en el mundo 466 especies
acuicolas diferentes, 305 de ellas en cantidades superiores a 100 toneladas anuales (47,4 % peces,
15,3 % moluscos, 8,2 % crustaceos y 283 % algas). Esto supuso la produccion de en torno a 82
millones de toneladas, valoradas en 250 billones de dolares, frente a las 97 millones de toneladas y
151 billones de dolares de la pesca convencional. Del total de la produccion, el 87 % fue destinado al

consumo humano, lo que equivale a un consumo per capita de 20,5 kg (FAQ, 2020).

Pais Cantidad (t) Valor (M€)
China 64.358.481 123.599
Indonesia 15.896.100 10.716
India 6.182.000 10.543
Vietnam 3.831.241 1.573
Espana 311.032 479
Total Mundial 111.946.623 210.909

Tabla 1. Principales paises productores de acuicultura en 2018 (FAO, 2020).
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En 2018 la mayor parte de la produccion mundial de acuicultura tuvo lugar en Asia, con China
como pais destacado (Tabla 1). La Union Europea es el principal mercado mundial de productos
acuaticos, pero solo pudo suplir una cuarta parte de su demanda interna mediante
autoabastecimiento. Espana fue el primer productor dentro de la Union Europea en cantidad vy el

cuarto si se considera el valor de venta (APROMAR, 2020).

La principal especie cultivada en Espana durante 2018 fue el mejillon, con 273.600 t
producidas. En cuanto a las especies de peces, en la Tabla 2 se enumeran las principales producidas

en el mismo periodo en el mundo, Union Europea y Espana.

MUNDO UNION EUROPEA ESPANA
Carpa china @l 559 |Samonatlantico  «gggfmpd 209 |Lubina

Carpa plateada ," 4704 Truchaarcoiris <y 185 | Trucha arcoiris iy
Tilapia del Nilo Q 4.130 | Dorada ,. 95 | Dorada ,‘ 14

21

18

8,5

Carpa comun « 4.129 | Lubina ‘ 79 [ Rodaballo

Carapacabezona <€  2.899 | Carpacomun 74 | Atun rojo 1

Tabla 2. Principales especies de peces cultivados en 2018 en miles de toneladas (OESA, 2020).

En nuestro pais existen mas de 5.000 establecimientos de acuicultura marina y continental. A
pesar de su buena salud actual, son numerosos los retos que la acuicultura espanola tendra que
enfrentar los préximos anos, como la competencia por el espacio en la zona maritimo-terrestre, la
carga administrativa que supone la puesta en marcha de nuevas autorizaciones para actividades
acuicolas, la correcta gestion ambiental (domesticacion, alimentacion, sanidad animal, tratamiento
de residuos y efectos sobre fauna y flora), la mejora de la comercializacion y la apuesta por 1+D+i

(OESA, 2020).

2.1.3. Dorada: descripcion y cultivo

La dorada (Sparus aurata) pertenece a la clase Actinopterygii, orden Perciformes y familia
Sparidae. El cuerpo es alto, ovalado y aplanado (Figura 2). Mide unos 35 cm de longitud, pudiendo
alcanzar los 70 cm. Tiene 11 radios espinosos dorsales, 13-14 radios blandos dorsales, 3 radios
espinosos anales y 11-12 radios blandos anales. Presenta una gran mancha negra en la cubierta

branquial y una caracteristica franja dorada entre los ojos (Muus et al, 1999).
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Figura 2. Ejemplar de dorada. (Scandinavian Fishing Year Book; https://mare.istc.cnr.it/fisheriesv2/species_es?sn=34269).

Se considera un pez de aguas salobres o marinas que puede habitar a una profundidad de 1a
150 m, aunque lo habitual es encontrarlo a no mas de 30 m (Lloris, 2005). Se distribuye por el litoral
Atlantico Este, desde Gran Bretana hasta Cabo Verde e islas Canarias, y por toda la costa
mediterranea, y se cataloga como especie de habitos sedentarios, ya sea solitario o en pequenas
agregaciones. En primavera aparece en lagunas y estuarios costeros de aguas salobres. Es

principalmente carnivoro y accesoriamente herbivoro (Bauchot, 1990).

Es una especie hermafordita protandrica que primero crece como macho y a partir del tercer
ano de vida como hembra. El desove ocurre de octubre a diciembre, con periodos de incubacion de

unos 2 dias y etapas larvales de 43 a 50 dias (De Mitcheson y Liu, 2008).
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Figura 3. Ciclo de produccion de dorada en sistema intensivo (Colloca y Cerasi, 2005).
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Se cultiva en casi todos los paises mediterraneos. Los centros de reproduccion producen
huevos a partir de ejemplares seleccionados en condiciones controladas. Durante el primer mes de
cultivo, las larvas se alimentan de rotiferos y artemia, y mas tarde inician la alimentacion con pienso.
Para la crianza se usan viveros flotantes en el mar, tanques de hormigon o estanques en tierra. Cada
dorada tarda de 18 a 24 meses en alcanzar los 400 g, abarcando la talla comercial desde los 250 g

hasta mas de 2.000 g (APROMAR, 2020). La Figura 3 muestra un esquema del ciclo de produccion.

2.2. ALIMENTACION ACUICOLA

La harina y el aceite de pescado son la fuente dptima de alimento en acuicultura, ya que son
facilmente digeribles y proporcionan un equilibrio casi perfecto de nutrientes esenciales, lo que
permite conseguir una buena salud y bajos indices de conversion alimenticia (Naylor et al, 2009).
Para lograr la sostenibilidad, tanto del sector pesquero como del acuicola, uno de los retos a los que
se enfrenta la acuicultura actual es la transicion del uso de alimento de origen marino a sustitutos
de origen terrestre (Lazzarotto et a/, 2015). El aumento de la demanda de productos acuaticos y el
agotamiento progresivo de los caladeros (Tacon y Metian, 2008) han propiciado que en los ultimos
anos haya disminuido el uso de estos recursos en la elaboracion de piensos. La introduccion de
moluscos, morralla y subproductos pesqueros y acuicolas no puede cubrir la demanda del sector. En
las Ultimas décadas, instituciones e industria han realizado numerosos estudios con el objeto de
reducir la dependencia de la harina de pescado, logrando implementar en mayor o menor medida
fuentes de carbohidratos, aceites y proteinas de animales y plantas terrestres para piensos
acuicolas, tales como harinas de subproductos de aves de corral, cereales, oleaginosas o legumbres,

e incluso otros ingredientes como algas, hongos o bacterias (FAQO, 2012).

2.2.1. Fuente de proteinas en alimentacion acuicola

Las proteinas suponen el 40-45 % de los componentes de la dieta de peces cultivados de
naturaleza carnivora (Rimoldi et a/, 2019). Se han utilizado varias fuentes de proteinas de origen
terrestre, basadas en plantas y subproductos de animales, para suplir parcialmente las de origen
marino. Sin embargo, se ha comprobado que el uso de dietas libres de recursos marinos puede tener
efectos negativos, como una reduccion en el crecimiento y en la supervivencia de la descendencia

(Lazzarotto et al, 2015) y la aparicion de enfermedades (Green et al, 2013).

Los principales inconvenientes del uso de proteinas de origen vegetal son el bajo contenido
protéico, el desequilibrado perfil de aminoacidos esenciales que contienen (en especial la deficiencia
en metionina y lisina), la baja palatabilidad y la presencia de factores antinutricionales, fibra y

carbohidratos no digeribles (Llagostera et al, 2019). Esto causa inflamacion del tracto
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gastrointestinal, afectando a la absorcion de nutrientes y al crecimiento del pez (Santigosa et al,
2011; Zhang et al, 2013). Para solucionar estos problemas se ha recurrido a diversas técnicas en la
elaboracion del pienso como el uso de enzimas, aplicacion de calor o adicion de suplementos
(Naylor et al, 2009; Oliva-Teles et al, 2015). Por otro lado, el cultivo de plantas para este fin supone
un gasto en tierra, agua y energia que, en el presente contexto de demanda para consumo humano,
lleva a un considerable aumento de su precio que lo limita como alternativa para la acuicultura

(FAQO, 2020).

En cuanto a los subproductos animales, son similares al pescado, ya que presentan un buen
equilibrio de aminoacidos esenciales, contienen un alto contenido en proteinas y tienen buena
digestibilidad (Bureau et al, 1999; El-Haroun et al, 2009). Pese a ello, no son una buena alternativa
por causas técnicas y econodmicas. Su mayor limitacion es la estricta requlacion y restricciones de

uso principalmente para prevenir enfermedades humanas (EU, 2013).

2.2.2. Uso de insectos en alimentacion acuicola

En los ultimos anos la industria acuicola ha incorporado a los insectos como fuente de
proteinas en sus piensos. Una reciente regulacion de la Comision Europea (2017/893, de 24 de mayo
de 2017) autoriza el uso de 7 insectos (2 moscas, 2 gusanos de la harina y 3 grillos) como proteina
animal procesada en acuicultura. Varias son las ventajas del uso de insectos respecto al uso de otras

proteinas vegetales o animales:

- El valor nutricional de los insectos depende de factores como la especie, el estado de
desarrollo del insecto, su dieta y el proceso fabril al que se sometan (Devic et al, 2018; Van
Huis et al, 2013). En general, tienen un alto contenido en proteinas (60-80 %), lipidos (31-
43 %) y fibra. Ademas, son ricos en aminoacidos esenciales, minerales y vitaminas (Henry
et al, 2015). Incluso son considerados como fuente significativa de péptidos
antimicrobianos (J6zefiak et al, 2019a). Artropodos como los crustaceos son parte de la
dieta natural de muchos peces (Van Huis et al, 2013).

- Tienen una alta eficiencia de conversion de alimento, crecen y se reproducen con facilidad
y rapidez. Pueden alimentarse de desperdicios de alimentos, convirtiéndolos en biomasa
rica en proteina y grasa, lo que contribuye a disminuir el dafo medioambiental
reutilizando residuos organicos (Makkar et al, 2014).

- Su produccion tiene un bajo impacto ecoldgico, ya que no necesita suelo cultivable y usa
poca energia y agua. Emite bajos niveles de gases de efecto invernadero y amoniaco (Van

Huis et al, 2013; Oonincx et al, 2010).
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- Tienen bajo riesgo de transmision de zoonosis y relativamente un bajo interés para

consumo humano (Van Huis et al, 2013; Henry et al, 2015; Oonincx et al, 2010).

No obstante, son diversos los aspectos que aun quedan por dilucidar en cuanto a su
utilizacion en la elaboracion de piensos acuicolas. Asi, hay que senalar que los insectos no pueden
sustituir por completo a la proteina de pescado (Huyben et a/, 2019), que aun no son conocidos del
todo sus efectos sobre la microbiota intestinal del pez (Bruni et al, 2018; Huyben et al, 2019), que no
tiene un perfil de acidos grasos tan beneficioso como el del pescado y que puede haber rechazo a

su uso por parte de algunos consumidores (Llagostera et al, 2019).

Las dos especies que mas se han estudiado son Hermetia illucensy Tenebrio molitor, que
tienen especial interés para la acuicultura europea, en particular para la produccion de lubina
(Dicentrarchus labrax), dorada (Sparus aurata) y trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Llagostera

et al, 2019).

2.2.3. Mosca soldado negra (Hermetia illucens)

Hermetia illucens (Linnaeus, 1758), pertenece al orden Diptera, suborden Brachycera y familia
Stratiomyidae (ITIS, 2020). Presenta distribucion cosmopolita en regiones comprendidas entre los

45°N y los 40°S (Diener et al, 201).

Figura 4. Mosca soldado negra (https://ar.pinterest.com/pin/832321574855674279/).

La mosca adulta es negra, de 15-20 mm de longitud (Hardouin et a/, 2003). Las larvas, de color
crema, pueden alcanzar 27 mm de largo, 6 mm de ancho y pesar hasta 220 mg (Diclaro et a/, 2009)
(Figura 4). Las larvas pueden alimentarse rapidamente de una amplia gama de materiales organicos
(restos vegetales y animales, incluido estiércol) (van Huis et a/, 2013; Hardouin et a/, 2003). Segun la
disponibilidad de alimento, las larvas maduran en 2-4 meses, tras lo cual entran en fase de prepupa y
después pupan durante un tiempo muy variable (Hardouin et a/, 2003). Los adultos no se alimentan,

sino que dependen de la grasa acumulada en la etapa larval (Diclaro et a/, 2009).
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Su cria es una forma eficiente de eliminar los desechos organicos, convirtiéndolos en biomasa
rica en proteinas y grasas adecuada para diversos fines, como alimentacion animal, biodiesel y
produccion de quitina (van Huis et al, 2013; Diener et al, 2011). Ambientalmente, no son exigentes en
cuanto a las condiciones en las que pueden desarrollarse, a la vez que muestran un amplio espectro
de formatos de utilizacion, ya que se pueden usar vivas, picadas, secas o molidas (Kroeckel et al,
2012). Por otra parte, no suelen ser portadoras de enfermedades e incluso se sugiere que las larvas

contienen antibioticos naturales (Newton et a/, 2008).

Varios experimentos han usado estas larvas como sustituto parcial o total de la harina de
pescado en las dietas acuicolas, observandose un rendimiento similar o menor a causa de la
influencia del tipo de sustrato de cria y el método de procesamiento (Tran et al, 2015; Lock et al,
2016; Renna et al, 2017). A pesar de que las larvas contienen mucha proteina (de 37 a 63 % de la
materia seca (MS)) y otros macro y micronutrientes importantes para los peces, también contienen
bastante grasa (del 7 al 39 % MS) y cenizas (del 9 al 28 % MS). Por tanto, son necesarios mas
estudios sobre la composicion de nutrientes y la digestibilidad, asi como mejorar los métodos de
procesado de las larvas. Ademas, el rendimiento de su cria se ve afectado por factores como la
cantidad y la calidad del alimento, la temperatura, la humedad del sustrato o el apinamiento de las

larvas (Barragan-Fonseca et al, 2017).

2.2.4. Gusano de la harina ( 7enebrio molitor)

Tenebrio molitor (Linnaeus, 1758) pertenece al orden Coleoptera, suborden Polyphaga y
familia Tenebrionidae (ITIS, 2020). Originario de Europa, hoy en dia esta distribuido por todo el

mundo. Es una plaga de grano y harina (Ramos-Elorduy et al, 2002).

S
-
A Th R

Figura 5. Gusano de la harina (https://viaorganica/como-criar-tenebrios-gusanos-de-la-harina-

para-alimento-de-gallina/).

Los huevos eclosionan en 10-12 dias y las larvas maduran en 3-4 meses. La larva madura es

amarillenta y pesa 130-160 mg, aunque tratadas en su cria con hormona juvenil resultan en gusanos
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de mas de 2 cm y 300 mg. Pupan en 7-9 dias y el adulto es un escarabajo de no mas de 2 cm que

vive de 2 a 3 meses. (Finke, 2002; Hardouin et al, 2003) (Figura 5).

Los gusanos de la harina son de cria sencilla, pero mas cara que la de H. illucens (Ortiz et al,
2016). Se alimentan con salvado de cereal o harina suplementado con frutas y verduras frescas,
junto con fuentes de proteinas (20 % de la dieta). Se utilizan como alimento de animales
suministrandolos vivos, enlatados, secos o en polvo (Hardouin et a/, 2003). Nutricionalmente
contienen 45-60 % de proteinas, 30-45 % de grasas y menos de 5 % de cenizas en materia seca, un

60 % de agua en fresco, muy poco calcio y muy baja relacion Ca:P (Klasing et al, 2000).

Se ha usado harina de 7. molitor para reemplazar la harina de pescado en distintas
proporciones en alimentacion de peces en diversos estudios, no encontrando grandes diferencias en
cuanto al crecimiento de los animales (Gasco et a/, 2014; Sanchez-Muros et al., 2017; laconisi et al,
2018), pero desvelando propiedades como su potencial inmunoestimulante (Henry et al, 2018) o

cambios en la composicion de la microbiota intestinal (Antonopoulou et al, 2019).

2.3. MICROBIOTA INTESTINAL

El tracto gastrointestinal de los animales alberga un consorcio complejo y dinamico de
microorganismos que desempena papeles clave en el metabolismo, inmunidad y mantenimiento de
la salud del anfitrion (Li et al, 2014). La composicion de esta microbiota depende de diversos
factores como la genética, modo de vida y habitos alimenticios del animal, y de la propia presion
selectiva del habitat intestinal (Zoetendal et a/, 2001; Yan et al, 2012). En este microecosistema se
establecen relaciones microorganismo-microorganismo y microorganismo-hospedador complejas y
relativamente estables; cambios en estos equilibrios pueden inducir disbiosis, deteriorar la actividad
de las enzimas digestivas, causar dano en tejido intestinal y aumentar la infiltracion de bacterias

patogenas y toxicos luminales (Pérez et al, 2010; Chassaing et a/, 2015).

2.3.1. Microbiota intestinal de peces

Se ha prestado mucha atencion al estudio de la microbiota intestinal de mamiferos, pero la
investigacion de la de peces es también importante, dado el papel fundamental del pescado en la
alimentacion humana. La investigacion sobre los roles metabdlicos de los microorganismos
intestinales permite el desarrollo de estrategias eficaces en su manipulacion para mejorar la salud y
productividad de los peces mediante la mejora de la eficiencia del pienso, facilitando la seleccion de
probidticos, prebidticos y quimicos que mejoren la homeostasis intestinal, ademas de ser
alternativas prometedoras a antibioticos prohibidos actualmente en alimentacion animal (Li et al,

2014; Wang et al, 2018).
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La microbiota gastrointestinal se ve afectada por diversos factores que la hacen variar en
funcion de sus fluctuaciones diarias. Estos factores se relacionan con el hospedador (genética, género,
peso, edad, inmunidad, motilidad intestinal), el ambiente (agua, dieta, medicamentos administrados) y
los propios microorganismos (capacidad de adhesion, enzimas, capacidad metabdlica) (Wang et al,

2018).

El tipo de dieta afecta especialmente a la estructura y composicion microbiana del intestino
del pez. Las bacterias presentes pueden proporcionar nutrientes esenciales y factores no nutritivos e
incrementar la capacidad del hospedador para aprovechar nutrientes de los alimentos, por ejemplo,
produciendo enzimas digestivas que descomponen la quitina o la celulosa (Gémez et al, 2013; Ray et

al, 2012).

2.3.2. Efectos de alimentacion con insectos en la microbiota de los peces

El principal constituyente del exoesqueleto de los artrépodos es la quitina, un polimero
mucopolisacarido estructuralmente analogo a la celulosa (Goycoolea et al, 2000). La quitina, por
norma general, no es digerible por los peces y puede actuar como una fibra insoluble con
potenciales propiedades prebidticas. También puede fermentarse parcialmente por ciertos
microorganismos que puedan estar presentes en la microbiota intestinal, contribuyendo a la sintesis
de vitaminas y otros metabolitos como los acidos grasos de cadena corta, la principal fuente de
energia de los colonocitos (Ghanbari et al, 2015). Ademas, se sabe que la quitina tiene actividad
bacterioestatica y antimicrobiana contra varias bacterias patogenas Gram negativas (Zhou et al,
2013; Nawaz et al, 2018). Por el contrario, esta molécula puede retener en su estructura lipidos,
proteinas y otros nutrientes, haciéndolos inaccesibles a la absorcion por parte del pez (Henry et al,

2015).

Aparte de los potenciales efectos de la quitina, la prepupa de Hermetia illucens es rica en
acido laurico, un acido graso de cadena media con propiedades antimicrobianas frente a patdgenos

Gram positivos (Spranghers et al, 2018).

En términos generales, se puede decir que la inclusion en la dieta de H. illucens incrementa la
cantidad y diversidad de bacterias, en particular las productoras de acido lactico y butirato, que
contribuyen a la salud del hospedador (Terova et a/, 2019). La propia alimentacion del insecto influye
en la composicion de su microbiota, lo que a su vez determina en parte la composicion de la del pez

(Bruni et al, 2018).

Introduccion 13



Estudio de la microbiota intestinal de dorada (Sparus aurata) alimentada con diferentes dietas basadas en insectos

2.4. METAGENOMICA

Hasta hace unos anos se pensaba que la cantidad y diversidad de bacterias que habitan los
peces eran muy inferiores a las de mamiferos (Ringe et a/ 1995). Esta idea se basaba en el uso de
medios de cultivo bacterianos para establecer la presencia de microorganismos. Sin embargo, los
nuevos métodos moleculares revelan que aquellos sistemas sélo mostraban menos del 0.1 % de la

diversidad microbiana del tracto gastrointestinal de los peces (Romero et al, 2014; Zhou et al, 2014).

La metagendmica es una subdisciplina de la genomica que se usa como herramienta para
analizar los genomas complejos contenidos en las comunidades microbianas (Figura 6). En lugar de
tomar los microorganismos de una comunidad para cultivarlos en laboratorio, se aisla y analiza su
ADN, lo que proporciona informacion relacionada con la diversidad microbiana presente en un lugar
e incluso informacion sobre sus funciones y roles biologicos (Martinez-Porchas et al, 2017). Su
desarrollo ha sido posible gracias a avances en técnicas como el marcador taxondmico 16S del ARNr
y la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). El gran progreso de las técnicas de secuenciacion,
como las plataformas 454 Roche e lllumina, han permitido en los Ultimos afos un abaratamiento de
costes y la realizacion de estudios mas robustos (Hernandez et al, 2014; Garza y Dutilh, 2015).
Paralelamente se han desarrollado herramientas bioinformaticas que permiten procesar la ingente
cantidad de informacion que se obtiene y relacionarla con secuencias conocidas albergadas en

bases de datos, lo que facilita la clasificacion taxonomica del material analizado.

g U §
/ gb ﬂ Microbial prulein%

m@ Genomic DNA

Sequencing

o
e
R peen e 5 T

Phylogenetic Tree

Figura 6. Metagendmica en esquema (Yukgehnaish et al, 2020).

La metagendmica puede estudiar la composicion de ambientes analizando un solo gen (como
el que codifica la subunidad 16S del ARNr) o analizar secuencias mediante el muestreo aleatorio de

muestras completas de ADN ambiental (shotgun). El segundo caso implica secuenciar todo el ADN
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aislado de la muestra, lo que aun es técnicamente complicado. Sin embargo, se espera una
cobertura completa con el desarrollo de la tecnologia de secuenciacion de tercera generacion, que
se pretende sea capaz de secuenciar una sola hebra de ADN / ARN sin amplificacion (Martinez-

Porchas et al, 2017).

2.4.1. Aplicaciones de la metagenémica en acuicultura

De estudios metagenomicos se obtiene informacion sobre el efecto del microbioma intestinal
en la fisiologia de los peces, la composicion microbiana intestinal de diferentes especies, los factores
que afectan la composicion microbiana intestinal y el efecto inmunolégico de estos
microorganismos en el huésped (Yukgehnaish et al, 2020). Pero la metagendmica también es Util en

la industria acuicola a otros niveles:

- Las instalaciones acuicolas son ricas en metabolitos de nitrogeno y fosforo y en materia
organica, por lo que se le supone una gran riqueza microbiana (Martinez-Cordova et al,
2009). Los estudios metagendmicos permiten conocer la diversidad completa y la funcion
de los microorganismos no cultivables presentes en este entorno (Riesenfeld et a/, 2004).

- Hay estudios que analizan las interrelaciones simbioticas y antagonicas de los
microorganismos con peces, crustaceos y moluscos. La metagenomica puede
proporcionar datos para entender mejor estas asociaciones (Gianoulis et al, 2009), asi
como descubrir otras que se desconocian (Quince et al, 2013).

- Estudios metagendmicos funcionales o basados en secuencias permiten evaluar la
resistencia a antibioticos en las comunidades bacterianas (Schmieder y Edwards, 2012).

- Enlos muestreos aleatorios de ADN ambiental se pueden identificar genes de resistencia
a antibioticos. Se han encontrado mutaciones de multirresistencia en microorganismos
presentes en industrias acuicolas; la misma comunidad microbiana puede tener mayor
tolerancia a antibioticos, metales, compuestos de amoniaco y otros quimicos debido a
mutaciones y posterior transferencia horizontal de genes (Zhang et al, 2009).

- Es util para identificar procesos virales que ayudan a detectar especies patdgenas o
usarse como herramienta de deteccion de virus, lo que contribuye en el diagnostico, la
prevencion y el desarrollo de tratamientos (Yukgehnaish et a/, 2020).

- Se pueden construir bibliotecas metagendmicas para biodegradacion mediante la
clonacion de genes en bacterias y su posterior incubacion en medios con compuestos
toxicos (George et al, 2010).

- Ayuda a la identificacion de nuevas moléculas con diferentes funciones, como enzimas

u otras moléculas de interés terapéutico o industrial (Lorenz y Eck, 2005).
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3. OBJETIVOS

Aunque se han realizado numerosos estudios nutricionales para establecer el efecto sobre el
crecimiento de los peces de la introduccion de insectos en su dieta (Henry et a/, 2015), hay menos
informacion sobre el efecto que esta inclusion tiene en la composicion de su microbiota intestinal

(Bruni et al, 2018).

El objetivo de este trabajo es realizar un estudio metagendmico que permita conocer la
composicion de la microbiota bacteriana gastrointestinal de doradas alimentadas con distintas
dietas en las que se ha sustituido parcialmente la proteina de pescado por proteina de los insectos
Hermetia illucens y Tenebrio molitor, asi como compararlas con una dieta tradicional a base de

harina de pescado. Dicho objetivo principal se desgloso en los siguientes objetivos especificos:

1. Identificar y cuantificar los OTUs presentes en la microbiota intestinal de doradas
alimentadas con cada una de las dietas evaluadas.
2. Establecer similitudes y diferencias entre las microbiotas determinadas.

3. Establecer las relaciones evolutivas entre los OTUs dominantes.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. DISENO EXPERIMENTAL

4.1.1. Dietas administradas

En este estudio se formularon un total de cinco dietas isoproteicas e isolipidicas, cuya
composicion especifica se detalla en la Tabla 3. El caracter basico de cada una de esas dietas y su

denominacion fueron los siguientes:
-Control: Dieta basada en harina de pescado como Unica fuente de proteina.

-H-30: Dieta en la que se sustituyd el 30 % de la harina de pescado por harina de Hermetia

flucens.

-H-50: Dieta en la que se sustituyo el 50 % de la harina de pescado por harina de Hermetia

iucens.

-T-50: Dieta en la que se sustituyd el 50 % de la harina de pescado por harina de 7enebrio

molitor.
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-H-50m: Dieta en la que se sustituyd el 50 % de la harina de pescado por harina de Hermetia
illucens modificada en cuanto a su composicion lipidica. Asi, con objeto de obtener obtener una
disminucion en las elevadas proporciones de grasa que suelen presentar y, paralelamente,
incrementar los niveles de PUFAs (acidos grasos poliinsaturados), las larvas de Hermetia illucens

fueron alimentadas durante sus ultimos siete dias con descartes de pescado.

Ingredientes (/100 g) Dletas

C H-30 H-50 H-50m T-50
Harina de pescado 359 253 18,0 18,0 18,0
Hermetia illucens 0,0 10,9 18,0 0,0 0,0
Hermetia illucens mejorada 0,0 0,0 0,0 18,0 0,0
Tenebrio molitor 0,0 0,0 0,0 0,0 18,0
Gluten de trigo 10,5 13,0 154 15,0 19
Torta de soja 15,5 17,5 183 183 17,0
Harina de trigo 16,6 13,9 12,4 12,6 17,6
Lecitina de soja 13 1,0 0,5 0,5 0,5
Aceite de pescado 12,2 104 9,5 9,7 9,0
Vitaminas y minerales 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Goma guar 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Hemoglobina 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
Total 100 100 100 100 100

Tabla 3. Composicion de las dietas experimentales

4.1.2. Ensayo de alimentacion de los peces

Los peces utilizados para este experimento fueron juveniles de Sparus aurata suministrados
por Predomar S.L. (Carboneras, Almeria). Se utilizaron en total 450 peces, que fueron pesados y
distribuidos aleatoriamente en grupos de 25 animales en 15 tanques (250 L). Las dietas se ensayaron
por triplicado. Durante el periodo experimental, los peces se mantuvieron en condiciones de
temperatura constante (20+1 °C) y fotoperiodo natural. Los animales fueron alimentados ad /ibitum
dos veces al dia, a las 09:00 y a las 14:00 horas. Se registrd la ingesta diaria y el ensayo de

alimentacion concluyd cuando los peces triplicaron el peso inicial (45 dias).

Todos los procedimientos para el cuidado y manejo de la dorada se realizaron de acuerdo con

la normativa especifica, la Directiva del Consejo de la Unién Europea (2010/63/UE).
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4.1.3. Muestras analizadas

De cada grupo de doradas se tomaron tres individuos a los que se extrajo su tracto
gastrointestinal mediante presion manual para analizar su contenido microbiano

independientemente.

42. ANALISIS METAGENOMICO

La secuenciacion masiva del ADN microbiano presente en el tracto gastrointestinal de los
ejemplares de dorada fue realizada en los laboratorios de la empresa ADM Lifesequencing,
localizada en Paterna, Valencia, Espana. Las muestras extraidas durante el proceso fermentativo
fueron convenientemente conservadas a -18 °C, tanto en periodo de almacenamiento como durante

su transporte.

La extraccion del ADN se llevo a cabo segun el protocolo descrito por Lyons et al (2017)
utilizando el kit QiAmp power fecal DNA. La concentracion y calidad del ADN contenido en el
extracto fueron evaluadas mediante un espectrofotometro NanoDrop™ 3300 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, EE.UU.), siendo utilizados con posterioridad los extractos de caracteristicas
adecuadas para la construccion de las correspondientes librerias gendmicas a partir de la region
hipervariable V3-V4 del gen que codifica la subunidad 16S del ARNr (Klindworth et al, 2013). La
concentracion final de las librerias se estim6 mediante el protocolo PicoGreen (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, EE.UU.). Las condiciones en las que se llevd a cabo la amplificacion del ADN

presente en los extractos digestivos fueron las siguientes:

-Cebadores: S-D-Bact-0341-b-s-17  (CCTACGGGNGGCWGCAG) y S-D-Bact-0785-a-A-21
(GACTACHVGGGTATCTAATCQ).

-Ciclo de amplificacion:

1. Desnaturalizacion inicial: 5 min a 95 °C.

2. Ciclos de amplificacion (x25): Desnaturalizacion 40 s a 95 °C); Anillamiento (2 min a 55 °C);

Extension (1 min a 72 °Q).
3. Extension final: 7 min a 72 °C.

El analisis de secuenciacion masiva se realizd en una plataforma Illlumina MiSeq (lllumina, Ic,
San Diego, EE.UU.), utilizando un protocolo de extremos pareados aplicado sobre fragmentos de
300 pb. Para la resolucion de las secuencias solapantes se recurrio al software PEAR v.0.9.1
(www.exelisis-lab.org/web/software/pear), mientras que para la eliminacion de los adaptadores se

empled el software CUTADAPT v.1.8.1. (Martin, 2011). Aquellas secuencias con un nivel de calidad
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inferior a Q20, con un tamano por debajo de 200 pb o con presencia de secuencias quiméricas
fueron eliminadas. Esta ultima seleccion se ejecutd mediante la implementacion de Chimera Uchime
(Edgar et al, 201M). Las secuencias seleccionadas tras la aplicacion de los citados criterios de
exclusion fueron agrupadas en clusteres, con un nivel de corte del 97 %, utilizando el software CD-
HIT v.4.6.8. (Li y Godzik, 2006; Fu et al, 2012). Finalmente, fueron asignadas al maximo nivel
taxonomico posible de acuerdo con los resultados generados por la herramienta de Alineamiento
Local BLAST  del National Center  for Biotechnology Information, NCBI

(blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) y su base de datos asociada, GenBank.

43. INDICES DE BIODIVERSIDAD

Una vez obtenidos los resultados de los analisis metagendmicos de todas las muestras se
procesaron los datos al objeto de caracterizar la afiliacion taxondémica de los OTUs (Unidades

Taxondmicas Operativas) presentes y los niveles de diversidad oy p asociados a cada una de ellas:

1°) Se asignaron y ordenaron los datos obtenidos de cada muestra por categorias

taxonomicas: filo, clase, orden, familia, género y especie.
2°) Se calcularon los indices de biodiversidad a (Shannon-Wiener y Simpson) y  (Sorensen-Dice).

3°) Se calcularon los mismos indices para los OTUs mayoritarios, presentes en niveles de

abundancia relativa superiores al 0,5 %.

4.3.1. Indice de Shannon-Wiener (H")

Este indice estima el grado de uniformidad de una comunidad basandose en el nimero de especies
presentes (riqueza, S) y en la cantidad relativa de individuos de cada una de esas especies (abundancia) (Pla,
2006). Es una medida de equidad. Oscila entre O (s6lo hay una especie) y logaritmo de S (todas las especies

estan representadas por el mismo numero de individuos). Viene dado por la expresion:

s
H = _Zpi log, p;
im1

Donde:

S: riqueza especifica (n°® de especies diferentes en la muestra)
p= ni/N (abundancia relativa de la especie i)

ni: n° individuos de la especie i

N: n° total de individuos de todas las especies
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4.3.2. indice de Simpson (D)

Expresa la probabilidad de que al extraer de una comunidad dos individuos al azar, éstos sean
de la misma especie. Es una medida de dominancia donde las especies comunes tienen mucho peso
respecto a las raras (Ferriol y Merle, 2012). Oscila entre O (comunidad totalmente homogénea) y 1
(comunidad muy heterogénea). Viene dado por la expresion:

D=1-2

Donde:

A= 3¥pf
4.3.3. Indice de Sorensen-Dice cualitativo y cuantitativo

Este indice compara las muestras dos a dos, relacionando el numero de especies compartidas con
la media de especies de ambas muestras. En términos cuantitativos, relaciona la abundancia de las
especies compartidas con la abundancia total en las dos muestras (porcentaje de similitud). Oscila entre
O (sin especies en comun) y 1 (todas las especies son comunes, desde un punto de vista cualitativo, o

estan presentes en niveles semejantes, en términos cuantitativos). Viene dado por la expresion:

2c
S+ S,

Donde:

c: n° de especies compartidas/sumatoria de la menor abundancia relativa de las especies

compartidas
Si: n° de especies en muestra 1/abundancia total en muestra 1

S»: n° de especies en muestra 2/abundancia total en muestra 2

4.4. ANALISIS FILOGENETICO

Las relaciones evolutivas entre OTUs mayoritarios fueron estimadas mediante la
implementacion del método del Vecino Mas Préximo, utilizando para ello el software Mega v.6.0.

(Tamura et al, 2013).

5. RESULTADOS Y DISCUSION

El estudio de las poblaciones microbianas asociadas a distintos habitats adquiere cada vez
mayor importancia. Sin duda, las funcionalidades que tales comunidades aportan a dichos habitats

atraen un gran interés y son responsables, en gran medida, del auge que este tipo de estudios han
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experimentado en épocas recientes. En el caso de peces, el microbioma intestinal no ha sido objeto
de tanta atencion como el de otro tipo de organismos, incluyendo el ser humano, de manera que su
ecologia microbiana presenta aun numerosas incognitas (Nayak, 2010). En este sentido, la
caracterizacion de las comunidades microbianas propias del tracto gastrointestinal y los potenciales
cambios que pueden experimentar en funcion de las condiciones en las que se desarrolle la especie
hospedadora, puede contribuir de forma importante al esclarecimiento de las interacciones

existentes entre ambas (Ghanbari et a/, 2015).

o

H-50m 335« H-30

Figura 7. Diagrama de Venn representando el numero de OTUs totales y compartidos entre los grupos alimentados con

distintas dietas.

El analisis metagendmico permitio detectar hasta 690 OTUs diferentes en el total de las
muestras. El nimero mayor de OTUs se detectod para el grupo H-30, mientras que el menor se
asocio al H-50m (Figura 7). La cifra de OTUs presentes en todas las muestras, independientemente
de la dieta que recibieron los peces, fue de 70, lo que constituiria la comunmente denominada
microbiota residente, concepto que define a aquellas especies asociadas siempre al tracto

gastrointestinal y que, en consecuencia, desempenan con gran probabilidad un papel destacado en
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las interacciones existentes entre microorganismos y su hospedador (Nikouli et al, 2018), en este

caso, la dorada.

5.1.  INDICES DE BIODIVERSIDAD

5.1.1. Indices absolutos

Los datos anteriormente expuestos, nimeros de OTUs totales y compartidos, proporcionan
una imagen real de cada una de las muestras, e incluso cierta informacion sobre el grado de
semejanza derivado de los distintos tratamientos. Sin embargo, y en relacion con este ultimo
aspecto, este tipo de analisis solo desvelan un minimo porcentaje del potencial que encierran estos

resultados.

Los indices de biodiversidad permiten, mas alla de establecer la riqueza numérica de especies,
conocer en qué sentido se ve afectada la microbiota de un habitat como consecuencia de
variaciones en las condiciones imperantes. Los indices de diversidad o, de caracter individualizado,
proporcionan comparativas globales entre los diversos entornos analizados, mientras que los de tipo
B establecen comparaciones de caracter dual. En la Tabla 4 se muestran los valores obtenidos para
los indices de Shannon-Wiener y Simpson (Diversidad o) para la totalidad de la poblacién microbiana

asociada a especimenes alimentados con cada una de las dietas estudiadas.

Control H-30 H-50 T-50 H-50m
H’ 2,59 2,16 3,10 2,39 2,85
D 0,66 0,49 0,79 0,70 0,77

Tabla 4. indices de Shannon-Wiener (H) y Simpson (D) absolutos.

Los resultados obtenidos en ambos casos muestran que la alimentacion con dietas
sustituidas en un 50% con harina de Hermetia dio lugar a un aumento de la diversidad y la
heterogeneidad en el microbioma intestinal de los peces en relacion con los peces control, mientras
que la sustitucion en porcentajes inferiores, o con harina de 7enebrio generaron una disminucion.
Especialmente llamativo resulta el descenso en el porcentaje de heterogeneidad detectado para las
muestras H-30, hecho que no se repitio en el caso de las muestras T-50 que, a pesar de mostrar
niveles de diversidad inferiores al control, ofrecieron un mayor grado de heterogeneidad. Estudios
recientes sobre otras especies de peces demuestran la capacidad de la harina de Hermetia para

modular la microbiota intestinal, en la mayor parte de los casos con incrementos en los niveles de
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diversidad (Bruni et al, 2018; Terova et al, 2019). Por el contrario, la sustitucion con harina de
Tenebrio parece no influir tanto en los niveles poblacionales ni tampoco en la composicion de las
comunidades microbianas (Mikolajczak et al, 2020; Terova et al, 2021). Las diferencias en la
respuesta microbiana intestinal a las modificaciones en la dieta pueden ser debidas a la distinta
composicion que presentan las harinas de ambos insectos, con porcentajes superiores de fraccion

fibrosa e inferiores de quitina en Hermetia (Marono et al, 2015).

Enla Tabla 5 se muestran los valores asociados a la diversidad f, expresada a través
de los indices cualitativos, considerando presencialidad de especies, y cuantitativos, teniendo en

cuenta los niveles de presencialidad, de Sorensen-Dice.

cv/d Control H-30 H-50 T-50 H-50m

0,4545 0,4537 0,4958 0,4805

H-30 0,2688 0,4198 0,6034 0,4917
H-50 0,5050 0,5591 0,4202
T-50 0,5586 0,5136

0,3943 0,5890 0,6016

Tabla 5. indices de Sorensen-Dice cualitativo (cuadrante superior) vs. Sorensen-Dice

cuantitativo (cuadrante inferior) absolutos.

El grado de semejanza en cuanto a la identidad de las especies presentes en cada tipo de
muestra oscilo entre el 40% y el 60%, con niveles minimos de homologia para la pareja H-30/H-50
y maximos para H-30/T-50. Este resultado parece apuntar que la composicion del microbioma
intestinal se ve mas influenciado por el porcentaje de sustitucion que por el tipo de insecto utilizado
en la elaboracion de la harina. Dicha hipotesis se ve también fortalecida por los valores
correspondientes a los indices cuantitativos, los cuales oscilaron entre el 26% y el 79%. Asi, la mayor
semejanza se detecto entre H-50 y T-50, mientras que en el lado opuesto, dejando de lado el casi
27% establecido entre las muestras Control y H-30, la menor similitud se observo para la pareja H-
30/H-50m. Resultados similares en cuanto a los niveles de inclusion de harina de insectos y su
efecto sobre el microbioma intestinal han sido ya descritos en otros trabajos (Lu et a/, 2020;
Mamuad et a/, 2021). En este sentido, y considerando una perspectiva global, un reciente estudio

apunta la variabilidad existente en torno a los efectos causados por los porcentajes de sustitucion
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de una misma especie de insecto, asi como los margenes de aceptabilidad en funcion de la especie

(Hua, 2021).

5.1.2. Indices reducidos (Abundancias relativas >0,5 %)

Sin duda, el analisis de la totalidad de los datos da lugar a una estimacion detallada de los
resultados obtenidos. Sin embargo, ese mayor grado de detalle no siempre se identifica con
informacion mas significativa. En el caso concreto de las comunidades microbianas, es obvio que no
todas las especies presentes en un determinado habitat contribuyen por igual a los eventos que en
él tienen lugar. En este sentido, los niveles poblaciones pueden ayudar a diferenciar cuales son las
especies que, en mayor medida, intervienen en dichos eventos. Asi, la restriccion de las especies
incluidas en los analisis a aquellas que sobrepasan determinados porcentajes de abundancia relativa

puede ayudar a conformar una imagen mas cercana a la realidad.

En las Tablas 6 y 7 se muestran los resultados obtenidos para los indices de diversidad o y
cuando las especies consideradas quedaron limitadas a aquellas con abundancia relativa superior al

0,5 % en al menos uno de los tratamientos.

Control H-30 H-50 T-50 H-50m
H 2,15 1,53 2,53 2,06 234
D 0,63 0,42 0,76 0,68 0,74

Tabla 6. indices de Shannon-Wiener (H) y Simpson (D) reducidos.

cvd Control H-30 H-50 T-50 H-50m

0,5632
H-50 0,2726

T-50 0,5169 0,5820

H-50m 0,6547

0,6147 0,4055 0,617

Tabla 7. indice de Sorensen-Dice cualitativo (cuadrante superior) vs. Sorensen-Dice

cuantitativo (cuadrante inferior) restringidos.

En términos generales, se observa como no existieron grandes diferencias en relacion con los
resultados asociados a los datos absolutos. Solo en el caso de los valores obtenidos para el indice

cualitativo de Sorensen-Dice se detectaron diferencias, centradas en las muestras con los mayores
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valores de sustitucion de harina de insectos, tanto de Hermetia como de Tenebrio (T-50 y H-50m). De
forma concreta, se registro un aumento en los porcentajes de similitud en relacién con las restantes
muestras, con la excepcion de las correspondientes a H-30. El hecho de que el incremento se de solo
en el caso del indice cualitativo indica que, si bien los equilibrios poblacionales no se ven afectados por
la restriccion de las especies consideradas, si lo hace la identidad de las especies compartidas. Asi, la
comunidad microbiana constituida por las especies dominantes en los especimenes representativos
de las dietas mencionadas muestra mayor grado de homologia con otros tratamientos que la
comunidad global, lo que podria implicar un menor impacto de la inclusion de la harina de insectos en

la fraccion mas influyente de la microbiota intestinal cuando el porcentaje de sustitucion es superior.

Los resultados apuntados por los indices de diversidad fueron ratificados por el analisis de
conglomerados (Figura 8), segun el cual, las comunidades microbianas asociadas a las distintas
muestras propician la creacion de dos grupos de homogeneidad constituidos por las dietas Control y
H-50m, en un caso, y por H-30, H-50 y T-50, en el otro. Adicionalmente, este ultimo grupo aparece
dividido en dos subgrupos, en funcion de la mayor similitud entre las dietas H-50 y T-50 en relacion

con el tercer de los tratamientos incluido en este cluster, H-30.

Bray-Curtis Cluster Analysis (Single Link)

H-30

H-50

T50

H-50m

Control

0, % Similarity 50, 100

Figura 8 Dendrograma mostrando grupos de homogeneidad segun el analisis de Bray-Curtis.

Resultados y Discusion 25



Estudio de la microbiota intestinal de dorada (Sparus aurata) alimentada con diferentes dietas basadas en insectos

5.2. COMPOSICION DEL MICROBIOMA GASTROINTESTINAL

A continuacion se describen los resultados derivados de la asignacion taxondmica de los
distintos OTUs detectados y su distribucion segun niveles, asi como el analisis de las especies
dominantes. Adicionalmente, se incluyen el mapa de calor y el arbol filogenético mostrando las
relaciones evolutivas entre los grupos taxondmicos dominantes (abundancia relativa superior al

0,5% en al menos una de las muestras).

5.2.1. Afiliaciones taxonémicas

En la Figura 9 se representa la composicion, a nivel de filo, del microbioma gastrointestinal
(abundancias relativas) detectado para los ejemplares alimentados con las distintas dietas elaboradas. A
pesar de la existencia de ciertas diferencias, el perfil encontrado fue similar en todos los casos, con
absoluta dominancia de las especies pertenecientes al filo Proteobacteria y, a considerable distancia, las
asociadas al filo Firmicutes. Solo otros dos filos, Bacteroidetes y Actinobacteria, mostraron
representantes en todas las muestras, mientras que los siete restantes filos se pueden considerar

testimoniales, con presencia en una sola de las muestras en la mayoria de los casos.

100
__ 80
2
3
5 60
L
[}
—
.o
o 40
c
T
i)
c
3 20
<
(¢}
Control H-30 H-50 T-50 H-50m
1 Verrumicrobia 0.0000 0.0024 0.0000 0.0000 0.0000
m Thaumarchaeota 0.0199 0.0000 0.0000 0.0001 0.0000
Tenericutes 0.0007 0.0024 0.0009 0.0051 0.0000
m Proteobacteria 7317 87.5862 80.8966 78.5444 66.7341
m Planctomycetes 0.0000 0.0000 0.0225 0.0000 0.0000
m Fusobacteria 0.0028 0.0030 0.0010 0.0000 0.0083
| Firmicutes 271435 1.0347 18.9429 213412 33.6995
| Deinococcus-Thermus 0.0000 0.0000 0.0000 0.0049 0.0000
m Chlamydiae 0.0000 0.0000 0.0010 0.0000 0.0000
| Bacteroidetes 0.2481 1.0286 0.1204 0.0453 0.1368
| Actinobacteria 0.2828 0.1865 0.3729 0.0710 0.6235

Figura 9. Composicion por filos de la microbiota gastrointestinal segun dieta.
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Proteobacteria y Firmicutes, por ese orden, han sido descritos como grupos procariotas
dominantes en el tracto gastrointestinal de la dorada (Nikouli et a/, 2018; Piazzon et al, 2020), con
influencias variables en funcion de las condiciones imperantes de Bacteroidetes o Actinobacteria.
Otros filos, tales como Tenericutes o Fusobacteria suelen mostrar presencias minimas (Parlapini et
al, 2019), aunque pueden alcanzar abundancias relativamente importantes en funcion de especies o

condiciones concretas (Gajardo et al, 2016; Givens et al, 2015).

El estudio a mayores niveles taxondmicos dentro de los dos filos dominantes, Proteobacteria
y Firmicutes, arrojo resultados similares en cuanto a la asignacion mayoritaria de los OTUs
presentes a una Unica clase. Asi, en el caso de las proteobacterias, dicha clase fue
Gammaproteobacteria. En la Figura 10 se muestran las abundancias relativas absolutas, que
oscilaron entre el 66% y el 86%, pero cuando se pondera de acuerdo con los niveles de
proteobacterias, dichas abundancias fueron siempre superiores al 98%, lo que practicamente redujo

la presencia de representantes de otras clases a la insignificancia.
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Control H-30 H-50 T-50 H-50m
m Gammaproteobacteria 731140 86.0524 80.5705 783955 66.6012
Epsilonproteobacteria 0.0000 0.0331 0.0010 0.0003 0.0075
m Deltaproteobacteria 0.0000 0.0000 0.0006 0.0003 0.0000
m Betaproteobacteria 0.0010 0.0024 0.1134 0.0066 0.0000
| Alphaproteobacteria 0.0021 1.4983 0.2110 0.1417 0.1254

Figura 10. Distribucion entre clases en el filo Proteobacteria.

Esta dominancia de las gammaproteobacterias, no solo entre las proteobacterias, sino también
en términos globales, no es algo extrano en el microbioma intestinal de los peces, habitat en el que se

ha reportado cierta tendencia a sobreestimar los niveles de especies con elevado numero de copias

Resultados y Discusion 27



Estudio de la microbiota intestinal de dorada (Sparus aurata) alimentada con diferentes dietas basadas en insectos

del gen que codifica la subunidad 16S del ARNr, como es el caso de este grupo de procariotas
(Vetrovsky y Baldrian, 2013). No obstante, e independientemente de la causa, la pertenencia
mayoritaria a esta clase de las proteobacterias presentes en la microbiota intestinal de los peces es
algo habitual (Ward et al, 2009; Larsen et al, 2014; Parris et al, 2016). Una de las causas contribuyentes
a esta abundancia puede estar relacionada con la abundancia de este grupo microbiano en los

dispositivos y materiales propios de los sistemas acuicolas (Michaud et a/, 2009; Chen et al, 2020).
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Control H-30 H-50 T-50 H-50m
m Xanthomonadales 0.0114 0.0033 0.1352 0.0000 0.0000
| Vibrionales 724067 82.5178 65.7028 781101 65.6169
| Thiotrichales 0.0000 0.0000 0.0000 0.0037 0.0000
| Salinisphaerales 0.0000 0.2439 0.0000 0.0146 0.0050
| Pseudomonadales 0.6077 01810 15566 0.1410 0.8395
| Pasteurallales 0.0202 0.0003 0.0000 0.0000 0.0000
B Oceanospirillales 0.0004 1.0271 0.0461 0.0617 0.0246
m Enterobacteriales 0.0603 0.0167 13.0550 0.0158 0.0416
m Chromatiales 0.0010 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Cellvibrionales 0.0000 0.1393 0.0000 0.0039 0.0000
Arenicellales 0.0000 0.1346 0.0000 0.0039 0.0000
Alteromonadales 0.0021 19230 0.0749 0.0447 0.0720
| Aeromonadales 0.0041 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

Figura 11. Distribucion entre ordenes en la clase Gammaproteobacteria.

Las asignaciones a nivel de orden dentro de la clase Gammaproteobacteria siguieron el mismo
patron descrito para niveles superiores (Figura 11). Asi, las especies presentes quedaron encuadradas
de forma mayoritaria dentro de la clase Vibrionales, con margenes oscilantes entre el 65% y el 82%, en
cuanto a la poblacion global, y entre el 81% y el 99%, en lo que respecta al grupo de las

gammaproteobacterias. Solo en el caso de las muestras correspondientes al tratamiento H-50 y, en

Resultados y Discusion 28



Estudio de la microbiota intestinal de dorada (Sparus aurata) alimentada con diferentes dietas basadas en insectos

menor medida al H-30, se detectaron poblaciones representativas de otros ordenes. En el primer caso,
el descenso en la abundancia de miembros de Vibrionales fue cubierto por especies asignadas a los
ordenes Enterobacteriales y, menor proporcion, Pseudomonadales. En el segundo caso, el escaso
volumen de OTUs no identificados como integrantes del orden Vibrionales, fue distribuido entre los
ordenes Alteromonadales y Oceanospirillales. Tanto Enterobacteriales como Pseudomonadales han
sido frecuentemente asociadas al agua (Elsherief et al, 2014; Chun et al, 2018), con lo que su presencia
en el tracto gastrointestinal de peces de factoria no se puede considerar como algo extrano. Menos
frecuentes son, en cambio, Alteromonadales y Oceanospirillales, aunque no son especies que se
puedan considerar ajenas a este tipo de ambientes, si bien su aparicion esta mas condicionada por las

condiciones especificas que se den en el sistema productivo (Xue et a/, 2017).
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Control H-30 H-50 T-50 H-50m
m Sin asignar 0.0170 0.0045 0.0167 0.0177 0.0066
Vibrio 723873 81.9868 65.6856 78.0864 65.6104
Salinivibrio 0.0024 0.0000 0.0006 0.0010 0.0000
Photobacterium 0.0000 0.0075 0.0000 0.0051 0.0000
| Aliivibrio 0.0000 0.5190 0.0000 0.0000 0.0000

Figura 12 Distribucion entre géneros en el orden Vibrionales.

El Ultimo de los niveles taxonomicos analizado fue el de género (Figura 12), dado que en
relacion al anterior, familia, todos los OTUs fueron asignados a un mismo grupo (Vibrionaceae). En el
caso del género, se detectaron representantes pertenecientes a grupos diversos, si bien a todos
ellos se les atribuyeron abundancias minimas, salvo en el caso de Vibrio. Los margenes de variacion
en esta ocasion oscilaron, a nivel global, entre el 65% y el 82%, mientras que, en relacion al orden,
supusieron practicamente el 100%. Sin duda, Vibrio es un género de especial relevancia en el sector

acuicola (Vandenberghe et al, 2003), dado el caracter negativo que se le suele asociar, derivado de
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su capacidad para generar enfermedades en las especies acuicolas (Mateus et al, 2014), o de origen
alimentario en el ser humano (Kim y Lee, 2017). No obstante, su presencia no siempre ha de implicar
consecuencias negativas. Asi, se han descrito efectos potencialmente positivos, como el posible
papel que algunas especies del género pueden desempenar como vacuna frente a patégenos, tanto

del mismo género como de otros de interés acuicola (Peng et al, 2016).

El sequndo de los filos que mostrd abundancias relativas de importancia fue, como ya se ha
citado, Firmicutes (Figura 13). Aunque lejos de los niveles exhibidos por las proteobacterias, aqui también
se repite el patron segun el cual la practica totalidad de los OTUs asignados al filo se asociaron a una
sola clase. En este caso, fue la clase Bacilli, con margenes globales oscilantes entre el 10% y el 32%, y
relativos al filo de entre el 95% y casi el 100%. Solo en el caso de las muestras correspondientes a los
tratamientos Control y H-50m se detectaron abundancias relativas pertenecientes a otra clase de cierta
importancia. En concreto, Clostridia. Tanto una como otra clase forman parte de la denominada
microbiota residente del tracto gastrointestinal de peces (Ghanbari et al, 2015; Piazzon et al, 2019),

aunque no suelen alcanzar los niveles de presencialidad de las proteobacterias (Roeselers et al, 2011).
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Control H-30 H-50 T-50 H-50m
m Tissierellia 0.0272 0.0075 0.0002 0.0012 0.0134
Negativicutes 0.0099 0.0095 0.0225 0.0000 0.0000
Erysipelotrichia 0.0456 0.0047 0.0004 0.0112 0.0117
m Clostridia 1.0285 0.2469 0.0036 0.1340 14930
m Bacilli 26.0322 10.7660 18.9161 211948 321814

Figura 13. Distribucion entre clases en el filo Firmicutes.

Los OTUs asignados a la clase Bacilli quedaron distribuidos en dos o6rdenes diferentes,

Bacillales y Lactobacillales, si bien las abundancias relativas detectadas para el segundo de ellos
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fueron considerablemente inferiores, alcanzando niveles de cierta importancia sélo en el caso de las
muestras correspondientes al tratamiento Control (Figura 14). Asi, la afiliacion de OTUs al orden
Bacillales supero el 99% de todos los OTUs detectados dentro de la clase Bacilli en el caso de las
muestras procedentes de especimenes alimentados con harina de insectos, mientras que en las

muestras Control dicho porcentaje descendio al 75%.
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Control H-30 H-50 T-50 H-50m
Sin asignar 0.0003 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Lactobacillales 6.5327 0.0578 0.0699 0.0107 02972
| Bacillales 19.4993 10.7082 18.8462 211841 31.8841

Figura 14. Distribucion entre 6rdenes en la clase Bacilli.

La presencia de especies integradas en el orden Bacillales entre la microbiota propia del
tracto gastrointestinal de la dorada o especies similares es un hecho comun, si bien se ha descrito
que los niveles en los que aparece suelen mostrar dependencia del tipo de dieta suministrada a los
especimenes (de Paula Silva et a/, 2011; Rimoldi et al, 2020), tal y como sucede en el presente
estudio. De forma concreta, y en lo que respecta a poblaciones alimentadas con harina de insectos,
se han referenciado incrementos de las abundancias relativas detectadas (Huyben et a/, 2019). En el
caso de las bacterias pertenecientes al orden Lactobacillales, su presencia también es referenciada
como miembro habitual del microbioma intestinal de los peces, llegando incluso, por sus buenas
caracteristicas, a ser consideradas como un indicativo del estado sanitario y de la capacidad de
crecimiento del pez (lkeda-Ohtsubo et al, 2018), aunque entre sus miembros se incluyen algunos

patogenos de peces, tales como Streptococcus iniae o Lactococcus garviae (Gatesoupe, 2008).
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El dltimo de los niveles taxonomicos analizado fue el de familia. En la Figura 15 se recoge la
distribucion del orden Bacillales, dominante entre las muestras, para el nivel taxondmico
inmediatamente inferior. Como en anteriores ocasiones, el grueso de los OTUs fue asignado de forma
mayoritaria a un solo grupo, en este caso, la familia Bacillaceae, con porcentajes referidos a la
abundancia del orden ente el 85% y el 98%. Solo las muestras correspondientes al tratamiento H-50m
escaparon a este perfil, con niveles en torno al 34%, siendo dominantes en este caso, los OTUs sin
asignar, que supusieron casi el 60%. Puntualmente, las familias Paenibacillaceae y Planococcaceae

alcazaron abundancias relativas superiores al 1%, en las muestras H-30 y H-50m, respectivamente.
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Control H-30 H-50 T-50 H-50m
| Sin asignar 0.7417 01719 0.0000 0.0398 19.0464
Staphylococcaceae 0.0053 0.0024 0.6859 0.0421 0.0050
| Planococcaceae 0.1158 0.0000 0.0000 0.0000 19025
Paenibacillaceae 0.0380 13332 0.1440 0.1595 0.1708
Listeriaceae 0.0131 0.0167 0.2942 0.0094 0.0272
| Bacillaceae 18.5854 9.1840 17.7222 20.9332 10.7322

Figura 15. Distribucion entre familias en el orden Bacillales.

Representantes de la familia Bacillaceae son miembros habituales de la microbiota
gastrointestinal de los peces. La presencia de harina de insectos en las dietas como sustrato
sustitutivo influye sobre los niveles en los que aparecen, aunque el sentido de dicha influencia varia
en funcion de las caracteristicas de los insectos (Huyben et a/, 2019). Tales variaciones parecen estar
relacionadas con la quitina, de manera que mayores proporciones de este macropolimero inducen

superiores abundancias de especies asignadas a esta familia (Li et a/, 2021).
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5.2.2. Mapa de calor: OTUs dominantes

En la Figura 16 se muestran los grupos microbianos con abundancia relativa superior al 0,5 %
en al menos una de las muestras, y los niveles en los que fueron detectados en cada uno de los

tratamientos. Se propocionan las asignaciones al maximo nivel taxonémico encontrado.

Tal y como se ha resaltado en apartados interiores, los OTUs asignados a la familia
Vibrionaceae dominaron la microbiota asociada a las muestras analizadas, independientemente de la
naturaleza de la dieta con la que fueron alimentados los ejemplares. Las especies pertenecientes al
grupo de Vibrio harveyi fueron mayoritarias en los peces de las dietas Control y H-50m, mientras que
en el resto de muestras prevalecieron miembros del género, sin afiliacion a especie concreta, hecho
este Ultimo que no debe resultar extrano, dados los problemas existentes para discriminar especies
evolutivamente cercanas dentro de este género a partir de la aplicacion del gen que codifica la

subunidad 16S del ARNr (Gomez-Gil et al, 2004).

Las especies pertenecientes al grupo de Vibrio harveyi cinco reconocidas hasta el momento
(Cano-Gomez et al, 2015), actuan como patdgenos de especies acuaticas, por lo que su presencia en
niveles destacados no es deseable. En este sentido, la incorporacion parcial en las dietas de harina de
insectos, en lugar de la tradicional proteina de pescado, supone una estrategia adecuada, ya que la
abundancia relativa de este grupo fue inferior en todas las dietas alternativas al tratamiento control,
incluso en aquella en la que continuo siendo el OTU mayoritario, como en el caso de la dieta H-50m. De
forma mayoritaria, se produjo un cambio en la poblacién de representantes del género, de manera que
los miembros del grupo de Vibrio harveyii cedieron el liderazgo a especies pertenecientes al mismo
genero, pero sin asignacion determinada a nivel de especie. Aunque numerosas de las especies incluidas
en el género, ademas de las incluidas en el grupo de V. harveyij actian como patogenos de peces,
algunas otras pueden ejercer el papel opuesto, ya que han sido descritas como agentes probidticos en
acuicultura, tal y como sucede en el caso de V. alginolyticus (Carevali et al, 2017). Asi, la sustitucion de
miembros del grupo de V. Aarveyii por otros vibrios sin asignacion especifica probablemente se traduzca
en una reduccion del potencial patogeno del microbioma gastrointestinal. En el caso de las muestras H-
50m, el descenso en los niveles del grupo de V. harveyii en comparacion a los observados para las
muestras de la dieta Control, fue suplido solo en parte por un leve ascenso en la densidad poblacional de
miembros del género Vibrio, ya que el principal incremento se detectd en relacion con especies
perteneciente al orden Bacillales. Otros estudios han reflejado resultados similares sobre esta comunidad
tras la incorporacion de harinas elaboradas con H. illucens (Terova et al, 2019). Otros integrantes de este
orden, mayoritariamente relacionados con Bacillus subtilis, también mostrardn abundancias relativas de

cierta importancia, especialmente en el caso de las dietas Control y T-50. La presencia de este grupo
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resulta especialmente interesante, ya que, junto con las bacterias del acido lactico, constituyen el
principal reservorio de especies probidticas en acuicultura (Soltani et a, 2019), con especial incidencia en
aspectos de naturaleza inmunomodulatoria (Cerezuela et a/, 2013), asi como en otros relacionados con la

tolerancia a situaciones de estrés y la resistencia a especies patdgenas (Kuebutornye et al, 2019).
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Figura 76. Mapa de calor de los OTUs con abundancias relativas superiores al 0,5%. En el cuadrante derecho se muestra la asignacion para los distintos niveles taxondmicos.
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El resto de integrantes de la comunidad microbiana dominante en el tracto gastrointestinal no
mostro, de forma general, especial relevancia, de manera que ninguna otra especie alcanzo
abundancias relativas superiores al 1% en mas de uno de los tratamientos. Puntualmente, si que
alguna de estas especies rebaso ese limite citado, como es el caso de Weissella confusa en las
muestras alimentadas con la dieta Control, o Klebsiella peumoniae en relacion con las muestras H-
50. La primera, perteneciente al grupo de las bacterias del acido lactico, aunque ha sido asociada a
ciertas patologias humanas de naturaleza infecciosa (Kamboj et al, 2015), no muestra caracter
patogeno en relacion con peces (Liu et al, 2009), e incluso ha llegado a ser propuesta como
probiotico para determinadas especies acuicolas (Sirirat et al, 2008). Con respecto a su posible
implicacion en procesos patologicos en seres humanos, algunos estudios la relacionan con procesos
poliinfecciosos, por lo que su participacion real no queda clara y podria tener mas relacion con la
presencia en su genoma de ciertos factores de virulencia, muchos de los cuales también han sido
detectados en especies consideradas como seguras por la Agencia Europea de Seguridad
Alimentaria, y que muestran un caracter positivo en especies utilizadas como probioticos (Quattrini
et al, 2020). Por lo tanto, y desde una perspectiva global, su presencia se podria considerar como
mayoritariamente positiva. No puede tener la misma consideracion, en cambio, la presencia de
Klebsiella pneumoniae, una especie calificada como patogeno humano oportunista (Paczosa y
Mecsas., 2016), aunque las referencias a su deteccion como componente de la microbiota intestinal
de especies acuicolas es relativamente habitual (Tyagi et a/, 2019). En ese sentido, la incorporacion
de harina de insectos en la dieta, puede ejercer cierta influencia en los niveles detectados de esta'y
otras enterobacterias patogenas, tanto postiva como negativamente. Por una parte, determinados
insectos desarrollan cierta actividad antimicrobiana asociada a la presencia de compuestos tales
como péptidos antimicrobianos o acidos grasos (Marusich et al, 2020; Moretta et al, 2020), lo que
puede traducirse en una menor abundancia de especies de este grupo en la microbiota intestinal de
los peces alimentados con harinas de este origen. Por otra parte, en cambio, las harinas elaboradas
a partir de biomasa de insectos pueden aportar densidades poblacionales importantes de
enterobacterias, dado que actuan como portadores de tales especies (Schlliter et al, 2017). En ese
sentido, la carga de especies patogenas parece estar influenciada por diversos factores, tales como
la alimentacion de los insectos (Zhineng et al, 2021) o el tipo de procesado (Klunder et al, 2012), lo
que podria explicar resultados inicialmente contradictorios como los que se observan en este
trabajo, en el que solo uno de los tratamientos dio lugar a abundancias potencialmente

poblematicas.
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En términos generales, y en lo que respecta al microbioma intestinal, se deduce del presente
estudio que la sustitucion parcial de la tradicional harina de pescado por harina de insectos en la
elaboracion de dietas destinadas a la alimentacion de especies en acuicultura, generdé cambios en la
identidad de los microorganismos determinantes mas relacionados con redistribuciones de las
abundancias relativas entre grupos filogenéticamente proximos ya presentes, que con
modificaciones profundas de los grupos microbianos asociados a cada una de las muestras, ya sea
en cuanto a transferencias poblacionales entre niveles taxonomicos superiores o a la aparicion de
nuevas especies. Por otra parte, las diferencias promovidas con respecto a la dieta Control parecen
ser menores si la harina es tratada para adecuar su composicion en cuantos a componentes de
naturaleza grasa. Adicionalmente, también se observo la existencia de cierta influencia ligada a los
niveles de sustitucion utilizados, y no tanto a la especie empleada en la elaboracion de la harina,
como se desprende del analisis de conglomerados. A partir de este analisis se observd mayor
semejanza entre las comunidades microbianas asociadas a las dietas con niveles superiores de
sustitucion de harina de pescado, que entre aquellas en las que la fraccion sustituyente se elaboro
con harina procedente del mismo insecto. La existencia de diferencias provocadas por distintos
niveles de sustitucion ya ha sido descrita en anteriores ocasiones (Bruni et al, 2018; Zarantoniello et
al, 2020), si bien no resulta sencillo establecer si el factor concentracion muestra mas influencia que
el factor origen de la harina, ya que los estudios en los que se incluyen harina de insectos elaboradas
a partir de distintas especies son realmente escasos y no suelen incluir distintos niveles de cada uno
de los insectos ensayados (J6zefiak et al, 2019b). Estudios realizados sobre especies de caracter no
acuicola si parecen replicar estos resultados (Benzertiha et al, 2019), aunque resulta arriesgado
extrapolar conclusiones, no solo por la utilizacion de distintas especies, sino por la variabilidad de las

condiciones en las que se llevan a cabo los ensayos.

Otro de los factores ensayados, la modificacion de la fraccion grasa presente en la harina de
insecto, suele ser objeto de estudio de los trabajos centrados en el analisis de las bondades de la
harina de insecto como posible integrante de las dietas utilizadas en acuicultura, ya que puede
afectar el grado su digestibilidad (Basto et al, 2020). En este sentido, y dado que la digestibilidad se
encuentra ligada a la composicion nutricional de los piensos, es ldgico que también pueda influir en
las comunidades microbianas presentes en el tracto gastrointestinal. Los resultados derivados del
presente estudio muestran como la dieta tratada para modificar su fraccion grasa presentd el mayor
grado de homologia con la dieta control, quedando fuera del clister constituido por el resto de las
dietas con inclusion de harina de insecto. Sin embargo, y tal como se ha apuntado anteriormente, no

es posible establecer si esta es una respuesta generalizada, dada la ausencia de literatura que
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analice este tipo de parametros. No obstante, uno de los escasos trabajos en los que se ha
estudiado esta posibilidad en ejemplares de codorniz, se ha observado mayor homologia entre las
poblaciones microbianas de las dietas control y modificada en la fraccion grasa, que entre esta

ultima y la no modificada (Dalle Zotte et a/, 2021).

6. CONCLUSIONES

1. Lainclusion de harina de insecto de las especies Tenebrio molitor y Hermetia illucens en las
dietas destinadas a la alimentacion de dorada (Sparus aurata) propicia cambios en el
microbioma intestinal de los ejemplares que las consumen, aunque, en todos los casos, la
microbiota se encuentra dominada por representantes integrados en los ordenes
Vibrionales y, en menor medida, Bacillales.

2. De forma mayoritaria, los cambios se relacionan mas con una redistribucion de las
densidades poblacionales de las comunidades presentes, que con la incorporacion de
nuevas especies o la desaparicion de existentes.

3. Los niveles de inclusion de la harina de insecto parecen moldear el microbioma
gastrointestinal en mayor medida que la especie de insecto utilizada en la elaboracion de la
harina.

4. El tratamiento de la harina de insecto para modificar su fraccion grasa reduce el impacto
sobre el microbioma gastrointestinal, de manera que se conserva un mayor grado de

homologia con respecto a la dieta Control.
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