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ANALISIS DE LA MICROBIOTA
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ANALISIS DE LA MICROBIOTA

e 1er EXPERIMENTO
e Solea Senegalensis
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Se observa un aumento de la abundancia relativa en el filo
Proteobacteriay una disminucion en el filo Spirochaetota.
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Log fold changes for globally significant taxa

CT vs B025: Spirochaetota LFC =-0.12 (leve V)
CT vs B050: Spirochaetota LFC =-1.7 (¥ fuerte!)

p__Spirochaetota

B050 modula fuertemente microbiota v Spirochaetota

e Dosis-dependiente: B025 efecto minimo (-0.12), BO50
impacto alto (-1.7).

CT-B025 CT - BO50
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 Elbiocarbén modifica la estructura de la comunidad microbiana, pero no siempre de manera positiva o negativa:
simplemente la modifica.

e Con 0.25% de biocarbdn en la dieta hay mas riqueza, pero menos equidad.
e Con 0.50% de biocarbdn en la dieta hay menos dominancia, pero también menos equidad.

 Nose observaun patron dosis-dependiente

MODULACION DE LA MICROBIOTA

La adicidon de biocarbdn en los piensos de Solea senegalensis produce en la microbiota del intestino de éstos un
efecto modulador:

1) reduciendo la presencia del filo Spirochaetota
2) enriqueciendo la presencia Proteobacteria (; mejora digestion/salud intestinal?):

** Produce enzimas (lipasas, amilasas, proteasas, quitinasas, fitasas) para hidrolizar componentes de
piensos, como quitina y polisacaridos;

+» Genera acidos grasos omega-3 (EPA/DHA), SCFAy biotina, beneficiando absorcién y salud intestinal.
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ANALISIS DE LA MICROBIOTA
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RODABALLO - COMPOSICION TAXONOMICA
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RODABALLO - COMPOSICION TAXONOMICA

La variabilidad individual es alta, como es comun en
microbiota intestinal.

Los tres filos mas abundantes son:
- Firmicutes
- Proteobacteria

- Bacteriodota

Se observa una disminucion de la abundancia relativa en
el filo Firmicutes y un aumento en el filo Proteobacteria.
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é CARBODIET
RODABALLO - ANALISIS DIFERENCIAL (ANCOM-BC2)

EFECTO PHYLUM FAMILIA GENERO COEF P-VAL
1B050 Campilobacterota Sulfurovaceae Sulfurovum +0.37 0.004
vB050 Firmicutes Mycoplasmataceae Uncultured -0.61 <0.001

Con la dosis mas alta de biocarbdon observamos dos cambios muy significativos en la composicidn
bacteriana:

1) una reduccion importante del filo Firmicutes asignado a la familia Mycoplasmataceae del
61% en los animales tratados (p-valor <0,001).

2) un aumento notable de la familia Sulfurovum —una bacteria oxidante del azufre— del 37% (p

= 0.004)
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é CARBODIET
RODABALLO - CONCLUSIONES

DIVERSIDAD ALFA

 Elbiocarbon no modifica la diversidad alfa en rodaballo, de manera estadisticamente
significativa (a diferencia del lenguado).

MODULACION DE LA MICROBIOTA

La adicidén de biocarbdn en los piensos de Scophthalmus maximus produce en la microbiota
del intestino de éstos un efecto modulador:

1) reduciendo la presencia delfilo Firmicutes

2) enriqueciendo la presencia de la familia Sulforovum
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é CARBODIET
LENGUADO VS RODABALLO - CONCLUSIONES

' |LENGUADO RODABALLO
Diversidad alfa Cambia significativamente No cambia significativamente

Filo dominante Proteobacteria Firmicutes
Spirochaetota Proteobacteria
Efecto principal 3 Spirochaetota \ Mycoplamataceae

T Sulforovum

Variabilidad Alta (como es normal) Alta (como es normal)

e El biocarbdn tiene efectos moduladores en la microbiota intestinal de AMBAS especies,
pero probablemente el MECANISMO especifico es diferente
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ANALISIS DE LOS
NUTRIENTES DEL

AGUA DE CULTIVO

il

e % . @i"f:lfﬁf?ra..‘EN:@AR_Qﬁlg UCA

Unirarsicded
Pleamar de Gadiz UNIVE

Cofinanciado por . Y — E m
z ~h At MNESTEUO m
- la Unién Europea T3 s | wmim Fondos Europeos UNIVERSIDA

El Proyecto CARBODIET se desarrolla con la colaboracién de la Fundacién Biodiversidad del Ministerio para la Transicion Ecolégica y el Reto Demografico, a través del Programa Pleamar y esta cofinanciado por la
Unidn Europea a través de Fondo Europeo Maritimo de Pesca y Acuicultura.

-
»




~ é CARBODlET
CICLO DEL NITROGENO 80!

b e o \\\
A Alimentador
Automatico

Entrada de =1 AR === AmONiQ e Nitrosomonas e

Agua Limpia — »

‘ ([ - -—) Nitritos =3 Nitrospira =3 Nitratos
- B aNs)- - ~ (NOy)

b4 f.ﬁ’;}t"" .Z 'i‘.':.n‘i;@r...

-

P

Je% e Absorcion
« T RN de Nutrlent

= Sa 1’-‘4
o o x - :{

-

Microalgas
'—‘Q’ vl e

Viar Ablerto
w&ﬁk - _Vﬂ“‘ o ﬁ""’“ ,&1

-

Cofinanciado por =§: HOSTINO . - E l" p— SR Com @ wsTTUTO |NC AR CS]C [TEC‘?A

- DE AGRICULTURA, PESCA Fi { 5 — oo é iyl ool
- laUnidn Europea gy Visonils: = FondosEuropeas o e Peamr ' S R
El Proyecto CARBODIET se desarrolla con la colaboracién de la Fundacién Biodiversidad del Ministerio para la Transicion Ecologlca y el Reto Demogrifico, a través del Programa Pleamar y esta cofinanciado por la

Union Europea a través de Fondo Europeo Maritimo de Pesca y Acuicultura.



ultura sostenible

PROCESO DE EUTROFIZACION CARBODIET
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ANALISIS DE LOS NUTRIENTES DEL AGUA DE
CULTIVO

e lery 2° EXPERIMENTO
e Solea Senegalensis

ALIMENTACION

A

{ 14 horas 16 horas 18 horas \\

\ 13 horas 22 horas}
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NH,*, NO,, NO,, SiO, y PO,*
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LENGUADO - ANALISIS NUTRIENTES AGUA DE CULTIVO - 1er EXPERIMENTO é SRRERDET

SiO, [J c7 [ Bozs [l Boso

-
[41]
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R il — :
E P0,*> [ ot [ sozs [H 8050 — X
. * Alas 22 h (4-5 h tras la ultima comida) hay
S ab . . . . o . .
g g diferencias significativas entre dietas en la
- 510 N concentracién de PO,° en agua.
s 0 -
L —— —— §.. N « La dieta B025 presenta valores de PO,°
NO- 8 significativamente mas bajos que el control; la
3 [ et [ Bozs [l & y I . . .
e e = dieta BO50 es intermedia.
T Hora
S15 e =
3
S 10
% NH,* [ cr [ soz2s [ soso
5’ 60 * No se detectan diferencias significativas entre dietas en
° - = 3 NH,*, pero se observa una tendencia a menores
5 40 . bz o ,
NO ore S concentraciones con mayor proporcion de biocarbdn,
2 O cr [ sozs [ Boso £
g 20 tanto alas 13 h como alas 22 h.
-8 T I 8 h
= L 0
E > .
5. ° Hora * « A las 22 horas, la dieta B025 muestra valores de NH,*
§2 ligeramente menores que el control (tendencia, no
8 significativa).
’ 13 22
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A C ODIET
LENGUADO - ANALISIS NUTRIENTES AGUA DE CULTIVO - 2° EXPERIMENTO é S

+
NH, [ o7 [ Bozs A Boso [ BM

gvrs E
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ANALISIS DE LOS NUTRIENTES DEL AGUA DE
CULTIVO

e 1ery 20 EXPERIMENTO
e Scophthalmus maximus

2 meses 3 meses

0 3 15 dias — muestras a las 7 horas tras

alimentar a los animales

6 dias — muestras a las 6, 7y 8 horas tras

alimentar a los animales

\ }
!

NH,*, NO;, NO, y PO >
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RODABALLO - ANALISIS NUTRIENTES AGUA DE CULTIVO - 1er EXPERIMENTO é =REneiET

ECT ' B025 mB050

ANALISIS ALAS 7 HORAS TRAS ALIMENTACION

0.070

0.060

0.050

0.040

0.030 w

0.020 T . 0 ] . T

K T . * A 7h post-alimentacidon: concentraciones bajas y similares
o, I (NO,~ ~0.01-0.02, NH4* ~0.03-0.05, PO,* ~0.02-0.03, NOs~

NO, NH,". PO,* ~0.36)
mCT ~B025 ®B050
0.500 * Tendencia a una menor concentracion de NH4*/PO,3> con
0.400 [ [ dietas con biocarbon frente control
0.300
0.200
0.100
0.000

0.080

NO,

Cofinanciado por o, - i‘i e ’ INSTITUTE
- la Unién Europea f%:; soacunmmsca | e Fondos Europeos E = oo y /2 i

w
2 e Bex®verate Pleamar DE ALMERI A~

El Proyecto CARBODIET se desarrolla con la colaboracién de la Fundacién Biodiversidad del Ministerio para la Transicion Ecolégica y el Reto Demografico, a través del Programa Pleamar y esta cofinanciado por la
Unidn Europea a través de Fondo Europeo Maritimo de Pesca y Acuicultura.



RODABALLO - ANALISIS NUTRIENTES AGUA DE CULTIVO - 1er EXPERIMENTO é SRRERDET
ANALISIS ALAS 6,7y 8 HORAS TRAS ALIMENTACION

NO;
M \ 0.400
0.400 T a tT) e 0.300 T\
- 0.200 T
- I o TI L i * Tendencias descendent NO,"
N . ST sy . endencias descendentes en 27,
18 i 18 16 17 18 NOs~, NH4* y PO4*~ para B025/B050 vs.
LR 1025 LTy mCT ~B025 = B0 CT a las 6 horas tras la alimentacion.
NOZ- PO43'
0.025 \ \ 0.150 . -
0.020 a b - ? N * Se observan diferencias
0.100 L s
2212 . ! estadisticas en los nitritos (NO,)
4 0.050 H
0.005 I I [ A i ol para la dieta BO50 a las tres horas
0.000 0.000 O - o de muestreo
1 2 3 16 17 18 °
ECT " B025 EmBO050 ECT © B025 mBO050
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RODABALLO - ANALISIS NUTRIENTES AGUA DE CULTIVO - 2° EXPERIMENTO é =P

ANALISIS ALAS 7 HORAS TRAS ALIMENTACION

NH4+ [ Bo2s [ Bm [] cT [] m5 P043- l @ =o2s [l em [ cr [ vs
30.08- I e —_
Dieta cT Mo o007 BO25 Dicta cT M5
NO § [ soz2s [ Bm [ cT [] ms
g - = * Se observan diferencias significativas en la concentracion
g de nitratos (NOj’) entre las dietas B025 y BM
Diota " Podria ser que las microalgas afectan a la disponibilidad o
NO3 [ Bo2s [ em [] cT [] ms . » .
transformacion del nitrato, ya sea por:
= = - e cambios en la utilizacién del nitrégeno en el pez,
£o- « cambios en la excrecion, o
3% * porinteracciones microalgas—-bacterias en el sistema.

CT M5
Dieta
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RODABALLO - ANALISIS NUTRIENTES AGUA DE CULTIVO - 2° EXPERIMENTO é =P

ANALISIS ALAS 6,7y 8 HORAS TRAS ALIMENTACION

NH4+ [ eozs [ ev [] ot [ ms P043- [ sozs [ sm [] o7 [] ms
g %0'04 —|- _l_ '|' _l_
_50'2 Eovoa T T

B025 BM B025 BMD.eta B025 BM B025 CT M5 B025 BM D.e(aCT M5 B025 BM CT M5

Noz' [ sozs [ em [] et [ ms
_oors . g * No se encontraron diferencias significativas entre dietas
5 oot | - = para ninguno de los nutrientes analizados (PO,*>", NH,*,
NO,~, NO,").

NO.- [ oo [ ov [ v [ v  Laausencia de diferencias significativas puede indicar que

_ - — la diferencia B0O25 vs. BM a 7 horas es un efecto puntual en
500 = sl - un momento concreto, no un patron robusto y sostenido en el
5 tiempo.

Dleta
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, é CARBODIET
ANALISIS NUTRIENTES AGUA DE CULTIVO

CONCLUSIONES

e Las dietas con biocarbon pueden reducir puntualmente las concentraciones de fosfato y, en algunos casos,
de amonio en el agua de cultivo.

* La adicidon de microalgas (M5 y BM) produce efectos puntuales sobre algunos compuestos nitrogenados,
pero no modifica de forma consistente el perfil global de nutrientes.

* Los efectos dependen de la especie (lenguado vs. rodaballo), del experimento y del momento de muestreo
tras la alimentacion.

* En conjunto, las dietas con biocarbdn y microalgas muestran potencial para mejorar la calidad del agua,
pero su eficacia esta condicionada por el contexto de cultivo y el disefio experimental.

e Estos resultados aportan informacion util para avanzar hacia una acuicultura mas sostenible, con menor
liberacion de nutrientes y menor riesgo de eutrofizacion.
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ANALISIS DE EXPRESION DE GENES

Experimento |

Experimento |l
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2.5 - 2.5 1 b

1.5 - 1.5
CT .
H BO,25 \ 1 Tab m BO,25
1 A W BO,50 . m B0,50
a
.
0.5 0.5
0 .

APOA4 CPT1 PPARB ACO

Expresion génica relativa

Expresion génica relativa

CPT1 PPARa
CT B0,25 B0,50 P CT B0,25 B0,50 P
LPL 1,098 £ 0,496 0,984 + 0,695 0,675 +0,339 0,37 APOA4 1,007 £0,135 0,869 + 0,345 0,822 +0,335 0,526
CPT1 1,299 + 1,067 0,975+0,442 1,747 £ 0,588 0,233 CPT1 1,063 £ 0,400 1,578 £0,532 1,143 £ 0,459 0,156
PPARa 1,364 £ 1,077 0,857+0,377 0,721 +0,380 0,7952 PPARf 1,006 £ 0,128 0,807 + 0,160 0,574+ 0,107 0,00021
LXR 1,152+ 0,638 1,074 £ 0,505 1,007 £ 0,349 0,888 ACO 1,063 £ 0,406 1,165+0,293 1,136 £0,193 0,845
MTP 1,079 £ 0,467 0,874+ 0,323 0,833+0,124 0,42 MTP 1,016 £ 0,203 0,923 +0,127 0,901+0,197 0,515
FAS 1,061 £ 0,395 1,512 +1,293 1,965 £ 0,568 0,1394 FAS 1,013 +0,182 1,065 + 0,358 2,132 +0,180 0,00016
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x 21
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0
Cc3 IL1B TNFa C3 IL1B TNFa
CT B0,25 B0,50 P CT BO,25 BO,50 P
C3 1,083+0,172 0,911+0,177 0,807 +0,081 0,404 Cc3 1,003 + 0,050 0,360 + 0,026 1,004 + 0,201 0,0082
IL1B 1,268 + 0,341 0,776 £0,130 0,468 £ 0,040 0,060 IL1p 1,085 + 0,202 0,744 + 0,254 1,364 + 0,579 0,2215
TNFa 1,029+0,115 0,963+0,148 0,773+0,178 0,606 TNFo 1,203 + 0,354 6,132+ 1,375 0,491 +0,114 0,0187
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cT B0,25 M5 BM P
LPL 1,002+0,085 1,138+0,416  1,217+0,419 1(’)1273; 0,667
Rodaballo CPT1 1,057+0,374 0,655+0,234  0,926+0,163 Oésgj’j 0,054
PPARa  1,273+0,716 0,891+0,296 0,845+ 0,256 1633:; 0,0626
LXR 1,029+0,240 1,141+0,528 0,976 +0,213 0(’)5;;; 0,0562
MTP 1,007+0,141 1,426+0,235  1,023+0,132 ! (’)015(;3 4i 0,000502
- e _ . - » 1,686 + s
o " B0,25 M5 BV 12 P
APOA4  1,238+0,824 1,515+0,351 1,221+0,185  1,131+0,229 0,3367
CPT1 1,019+£0,225 0,940+0,166  1,111+0,296 0,940+ 0,135 0,479
Lenguado PPARb 1,004+0,098 0,964+0,100 0,890+0,115 0,830+ 0,154 0,0882
ACO 1,001+0,055 1,155+0,232  1,138$0,061 0,990 + 0,280 0,296
MTP 1,035+0,315 1,052+0,074  1,154+0,063 0,892 +0,131 0,0345
FAS 1,055+0,097 1,630+0,095 1,863+0,366 1,086+0,491 0,3022
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1.6 - 3.5 -
s 1.4 1 S
> | b “' 2
4 % [ T T cT @
5 1 g
x mB0,25 8
2 0.8 - N
gc’o Y
0.6 - c
2 mev S
£ 0.4 - 2
& 0.2 - £
0 .
c3 IL1B TNFa c3 IL1B TNFa
cT B0,25 M5 BM P cT BO,25 M5 BM p
c3 1,048+ 0,772 % 0,725+ 0,955+ 0,4224 c3 1,005+0,106 0,144+0,201 0,252+0,279 0,136+ 0,403 0,0791
0,144 0,167 0,189 0,053
L1p 1,042 + 0,436 + 0,819+ 0,907 + 00249 IL1b 1,076+0,173 1,312+0,253 0,623+0,081 1,341+0,336 0,138
0,144 0,115 0,201 0,138 :
o E 1,087 + 1,030 + 0,777 + 1,096 + 0.522 TNFa 1,038+ 0,120 2,432+0,470 0,943+0,145 1,410+£0,074 0,001
o 0,165 0,110 0,181 0,257 ’
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CONCLUSIONES

e Las dietas con biocarbon en el rodaballo no muestran diferencias significativas, pero sigue la tendencia que
muestra el lenguado, donde se observa un aumento de la lipogénesis, y una disminucion en la expresidn
del gen PPARP (Receptor activado por proliferadores de peroxisomas) lo que podria llevar a una
disminucidn en la capacidad de exportar grasas del higado al resto del cuerpo,.

e El biocarbdn tiende hacia una disminucidn de los genes relacionados con la inmunidad respecto al control,
por lo que podria deberse a una reduccion de la respuesta inflamatoria innata, salvo en lenguado en la
dieta con biocarbdn al 0,25%.

e Lasuplementacidon con biocarbdn indujo una sobreexpresidn de genes relacionados con la sintesis de
acidos grasos y el transporte lipidico en comparacion con el grupo control. Sin embargo, la inclusion de
algas en la mezcla atenuo este efecto.

e Ladieta de biocarbdn y microalgas parece que modula la activaciéon de la rutainmune en lenguado y
rodaballo.
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Biocarbones en la alimentacion de peces planos:
respuestas de la microbiota, expresion génica y
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