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Resultados obtenidos

Objetivo 4.1: Identificar y caracterizar nuevas patologias emergentes, y desarrollary
mejorar metodos de diagnostico y deteccion de patogenos en acuicultura.

Tarea 4.1.1 (M12-M34) — Creacion de protocolos para toma, envio, recepcion y analisis de muestras.
Participantes: CSIC3, UV1, UV3, UMH2

* Borrador avanzado de guia y protocolos

* Pendiente la parte grafica y montaje (JAE-INTRO-ICU)

* Lagquiafinal sera accesible a traves de la pagina web y OA en Digital CSIC

* Protocolo adicional para procedimiento de actuacion antes la sospecha de epizootia

debida a virus en poblaciones salvajes

NextGenerationEU (PRTR-Ca17.112) and by Generalitat Valenciana T
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Resultados obtenidos Objetivo 4.1.

Tarea 4.1.2 (M1-M34) — Identificacion de nuevos patogenos y sus patologias
Participantes: CSIC3, UV1, UV3, UMH2

Lubinas con enteritis, emaciacion y mortalidades: Leptotheca sp.(CSIC3)
Seriolas con patologia renal y mortalidades: Parvicapsula n.sp. (CSIC3)
Glugea thunni en lacha? Transmision de un microsporidio al atun rojo (UV3 col. CSIC3)

Nuevas especies de Microcotilidos (UV3): Microcotyle en denton; Sparicotyle en sargo picudo,
sargo y boga (col. Univ.Sassari, Italia).

Monogenosis en atun rojo (UV3) : Hexostoma thynni, diagnosis, lesion

Cardicola spp. (Trematodo sanguineo) (UV3) en nuevos escombridos posibles reservorios para
atun rojo.

Nodavirus (NNV) en meros de Islas Columbretes: UMH2 y CSIC3 (col. CSIC ext.)

Recopilacion de secuencias de transcriptomica de lubina y dorada para evaluar viromica de
peces de cultivo. Creacion de base de datos de referencia de genomas de virus (UMH?2)

Analisis filogenético, gendomico y serologico bacterias (UV2): Descubrimiento de un sexto linaje
(L6) en Vibrio vulnificus (Vv). V. harveyi (Vh) esta dividida en, al menos, 4 linajes. Transferencia de
genes de “resistencia en sangre” entre Vv y Vh. Serotipado de Vh y descubrimiento de los serotipos
mas virulentos.
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Resultados obtenidos Objetivo 4.1.

Tarea 4.1.2 (M1-M34) — Identificacion de nuevos patogenos y sus patologias
Participantes: CSIC3, UV1, UV3, UMH2

* Vibrios patologia y epidemiologia (UV2):
Patologia Vv en anguila (UV2): Descubrimiento de un nuevo gen de virulencia que contribuye a la

resistencia a la fagocitosis por células del Sl'y por amebas - ) 3
Recopilacion de cepas de EU (Dr. Hammerl; German Federal Institute for Risk Assessment SR
Col. Hospital La Fe ) . onof

Descripcion del primer caso de vibriosis humana mortal causado por V. metoecus .-

Aislamiento de Vv y Vh del ambiente y caracterizacion

Los aislados de Vv pertenecen a los grupos no peligrosos en Salud Publica y Animal

Los aislados de Vh no contienen los genes de resistencia en sangre compartidos con Vv
* Patologia Sparicotyle chrysophrii (CSIC3):

Descripcion de hematofagia y aparato digestivo: colaboracion CSIC3y UV3 =

Descripcion de Evs S, el A

Descripcion de la alteracion mucosal de las branquias . SEpan g

Integromics: relacion con epitheliocystis

Datos avanzados de enzimas de detoxificacion y digestion de hemoglobina (in silico)
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Resultados obtenidos Objetivo 4.1.

Tarea 4.1.3 (M6-M35) — Diseino y validacion de nuevos métodos moleculares de diagnostico y deteccion de patdgenos
Participantes: CSIC3, UMH2, UPV1, UV1, UV3

* Recopilacion de protocolos de pPCR multiplex para la deteccion de distintas especies de
virus (LCDV y RGNNV) que afectan a lubina (UMH?2) |

b,
* Sessigue buscando fuente de coccidios para mejorar la PCR multiplex (CSIC3) \ |

» Disenoy puesta a punto de métodos de deteccion de vibrios (UV1):

Sensor fluorogénico Vv (col. R. Martinez-Manes, IDM) |
Sensor de impedancia Vv (col. G. Cuniberti; UT de Dresden) )

/ . . .y . e e ESN 7 BT
PCR duplex para la identificacion y genotipado de Vh &7
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Resultados obtenidos Objetivo 4.1.

Tarea 4.1.5 Deteccion alternativa de patogenos (M6-M35)

Participantes: CSIC3, UMH2, UPV1, UV1, UV3

* Modelos para S. chrysophrii :

Mas informacion en radar de innovacion

Incorpora a tarea 4.1.4

Predictivo de infeccion mediante muestras no letales de sangre y determinacion de hemoglobina (CSIC3)
Método de analisis rapido (UV3)

* Biosensado de patogenos (UPV1y col.)

Deteccion de las bacterias Vv y Vh basado en los genes vwhA y toxR (UV1)
Deteccion de Enterospora nucleophila basado en el gen SSU RNA (CSICR) Medfishchip

Deteccion de Cardicola sp. basado en el gen ITS (UV3)
Envio de muestra de cDNA de RGNNV e informacion

sobre primers, sondas y secuencias de RGNNV (UMH2)

o

This study forms part of the ThinkinAzul programme and was
supported by MCIN with funding from European Union
NextGenerationEU (PRTR-Ca17.112) and by Generalitat Valenciana
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Resultados Objetivo 4.2

Estudiar los ciclos vitales de patogenos de peces, sus vectores y el impacto del cambio climatico
sobre los agentes etioldgicos y su interaccion con sus hospedadores.

Tarea 4.2.1 (M1-M34) Identificacion ciclos vitales de parasitos de peces, vectores y reservorios

Participantes: UV3, CSIC3

» Efecto de temperatura en cada fase de desarrollo de S. chrysophrii (UV3)

* Transmision de Cardiocephaloides longicollis (UV3): seleccion de habitat en la dorada (cerebro)

* Transmision de Enteromyxum leei a través de camarones (Palaemonetes varians) (CSIC3)
Camarones alimentados con intestinos de dorada infectados: positivos débiles por gPCR sin
integracion en tejidos concluyente mediante histologia. Nuevas pruebas en marcha

* Estudio de vias de entrada de E. leei (CSIC3)
Exposicion de doradas a efluente de tanque con peces infectados (120, 24, 48 y 72h; 1y 2 wk) ISH

Molecular e ISH: Positivos en branquias, sangre y digestivo a tiempos tempranos /4
Se esta repitiendo toma de muestras a tiempos mas cortos
Tarea 4.2.2 (M1-Ma8) Desarrollo de modelos experimentales para las principales patologias de peces

Participantes: UV3, UV1 \
* Se propone al pez poecilido molly (Poecilia latipinna) como modelo para infecciones (UV3)
* Comparativa molly — dorada para infecciones experimentales con anisakis (UV3)
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Resultados Objetivo 4.3

Disenar nuevas vacunas contra los patogenos mas relevantes y estudiar las
mejores vias de administracion. = .

Tarea 4.3.1 (M6-M34) Desarrollo de una vacuna de DNA frente a Enteromyxum leei
Participantes: CSIC3

* Plasmido (pcDNA3) con proteina diana mas prometedora
* Comprobacion de expresion en células y tejidos de pez y prueba de
antigenicidad

Tarea 4.3.2 (M6-M34) Diseno de vacunas para vibrios zoonaticos

Participantes: UV1

* 4.3.2.1.Vacuna subunitaria (Col. N. Roher; IBB): Ensayos de proteccion en anguila (planta piloto): vacunacion por
intubacion oral: proteccion 60%. Pendiente titulacion de anticuerpos + RT-qPCR de marcadores de inmunidad

* 4.3.2.2.Vacuna oral producida en plantas (Col. Dr. Orzaez; IBMPC): No toxicidad por intubacion oral. Ensayo de
vacunacion con animales no concluyente: valoracion de nuevas concentraciones antigénicas. Expresion inducible
(Cu++) en N. tabacum

supported by MCIN with funding from European Union R v Resiliencia
NextGenerationEU (PRTR-Ca17.112) and by Generalitat Valenciana
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Resu |tadOS Obie'tivo 4.4 Mas informacion en radar de innovacion

Desarrollar nuevos métodos alternativos, eco-sostenibles de tratamiento y
control de patégenos en acuicultura, tanto terapéuticos como profilacticos.

Tarea 4.4.1 (M1-M33) Desarrollo de métodos de control de enfermedades parasitarias
Participantes: CSIC3, UV3

* Ensayos para S.chrysorphrii (CSIC3)
In vivo: Dos experiencias de infeccion con S. chrysophrii con dietas suplementadas con hierro
In vitro: Efecto de fitogénicos (col. empresas y Universidad de Bologna)
o .7 . . ’y . ’ . . . Proteccion conferida por extractos de
In silico: Seleccion de sustancias sintéticas analogas a antihelmintos registrados plantasfrente a RGNNV, en lubina

100

Tarea 4.4.2 (M1-M35) Desarrollo de métodos de control de enfermedades viricas y bacterianas .| m ol

Participantes: UV1, UMH2
*  Virus (UMH?2):
Actividad antiviral de 16 extractos de plantas y de 2 microalgas e ce ettuie 5 W v
5 extractos seleccionados: ensayos ex vivo en leucocitos de rindn anterior de lubinas; determinacion de
actividad fagocitica, estallido respiratorio y actividad peroxidasa
Capacidad antiviral de los extractos suplementados en el pienso, tanto después de la infeccion, como
antes y durante la infeccion

% Mortalidad
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Resultados Objetivo 4.4

Tarea 4.4.2 (M1-M35) Desarrollo de métodos de control de enfermedades viricas y bacterianas

* Bacterias (UV1): Inmunoestimulacion (Col. Igusol SA; Dr. Jover-UPV)
En langostino: dieta suplementada con fitobidticos confiere una alta proteccion frente a vibriosis

causada por V. parahaemolyticus
En anguila: dietas suplementadas con fitobioticos seleccionados confieren una proteccion significativa

frente a vibriosis causada por Vv

In vivo feeding trials and bacterial challenges

Functional
diets _
] - ====n
*\‘ { Mortality
Dead shrimp \ ‘ record
VDareno —
/ VPareno
Survivors isolation
l | \ § .
4-5 weeks Bacterial > i '‘PaxpnD
challenges DN : ' quantification
Water =
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Mas informacion en radar de innovacion

Resultados Objetivo 4.4

Tarea 4.4.3: Evaluacion del potencial microcida del agua electrolizada (UV1 y col UMH2, UV1, UV3)

Virus (UMH2): Se ha evaluado la actividad viricida del agua electrolizada: in vitro, en distintas etapas de la
infeccion, a las concentraciones establecidas, determinadas por la evaluacion de su citotoxicidad. Ausencia de

actividad viricida
* Bacterias (UV1):

* Reduccion de 4 log en Vibrio vulnificus con una concentracion de cloro de 20ppm a pH=5 en 15 min

Reduccion de 4 logCFU/mL en Vibrio harveyi con una concentracion de cloro a 2o0ppm a pH=7.5 em 15 min

Parasitos (UV3): Se probara en Poecilia spp. y monogeneos girodactilidos
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Tarea 4.4.4: Desarrollo de lenguas y narices electronicas (UV1)

Preparacion de indicadores con cambio de color
Preparacion de sensores electroquimicos acoplados a sistemas de envio de datos a través de WII—.
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Resultados Objetivo 4.5.

Tarea 4.5.1. Crear una Red Mediterranea de Investigacion sobre Sanidad en Acuicultura (REMEDISA) que
integre el conocimiento de grandes grupos de agentes infecciosos (virus, bacterias y parasitos) y la
diversidad de experiencias y capacidades de grupos de I+D+i de la Comunidad Valenciana.

Participantes: todos, lidera UV3

Desarrollo de red REMEDISA: \
UV3: La empresa Linckia ya ha preparado la pagina, para aprobacion . —— 1*’{ .'
por miembros. En construccion: cronograma de finalizacion en 5
semanas.

Enfermedades

https://remedisa.es

(e | o

Herramientas

X Patologia W
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https://remedisa.es/

Resultados Objetivo 4.6. Divulgacion y transferencia

Tarea 4.6.1. Divulgacion y transferencia de conocimientos y herramientas i B SEEIr. S
cientifico-técnicas SR v

Participantes: todos, lidera CSIC3 @ e ' ’

Participacion en diferentes foros:
* Participacion en talleres de:
* Expociencia (Parc Cientific de la UV: UV1-UV3)
* Nit dels Investigadors (UV1)
* Presentacionesy posters en Congresos diversos (ver seccion de comunicaciones)
* Participacion en actividades de divulgacion en colegios, dentro del Programa CUENTA de la UMH (UMH2).
* Participacion en IV Jornada “la anguila en el mar, la angula en el Turia” Universidad de Otono de Ribarroja del
Turia (sequida por la television local y publicada en el diario Levante (UV1)
* Ciclo de Conferencias “La Ciencia en tu Vida: Del Laboratorio a la Sociedad” en la Casa de la Ciencia del CSIC en
Valencia: “Los peces también enferman, pero ;quién los cura?.Presencial y streaming YouTube (CSIC3)
* Entrevista para la fundacion biodiversidad (https://www.observatorio-acuicultura.es/informacion-de-
interes/entrevistas/ariadna-sitja-directora-del-instituto-de-acuicultura-torre-de-1a).
* Episodio en programa Via Verde de Apunt sobre Sparicotyle (CSIC3): https://www.youtube.com/watch?v=AjkJlgoaK_w
* Organizaciony participacion en jornadas del dia de la Acuicultura 30N
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Resultados Objetivo 4.7. Formacion

Tarea 4.7.1. Formacion de los futuros profesionales (UV1) (M1-M34)
Participantes: todos, lidera UVa

v" Coordinacion y docencia de Master Universitario en Acuicultura

v" Docencia en el master en investigacion en biologia molecular celular y genética

v" Curso llustracion y diagnostico e

v’ Tesis doctorales, TFGs, TFMs, becas JAE-Intro-ICU del CSIC o) R
v" Formacion de personal programa INVESTIGO <M, T 7
v" Tutorizacion de practicas en empresas ?ﬁ,\wﬁ '

v Docencia en el curso de formacion en experimentacion animal (A+B+C, roedores y peces) o |

v

Docencia colaborativa (nivel preuniversitario): actividades en laboratorio sobre AMR (pandemia silenciosa),
proyecto MicroMon (UV1)

v" Participacion en Webinario organizado por CIHEAM: “Epidemiological model tools for parasite infections”
v" Docencia en Curso Fish Immunology / Vaccination Workshop, organizado por University of Wageningen

Tarea 4.7.2. Fomento del uso compartido de los recursos e infraestructuras de investigacion (M1-M3x5)

Participantes: todos, lidera UMH2
v’ Se estd disefando una tabla Excel para compartir con el los participantes del WP4 donde se listaran los equipos de
cada grupo e institucion que puedan compartirse con el resto de participantes

o
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Resultados: Publicaciones WP4

Articulos cientificos

10.
11.

Boonstra, M.; Fouz, B.; van Gelderen, B.; Dalsgaard, |.; Madsen, L.; Jansson, E.; Amaro, C.; Haenen, O. 2023. Fast and accurate identification by MALDI-TOF of the zoonotic serovar
E of Vibrio vulnificus linked to eel culture. Journal of Fish Diseases Apr;46(4):445-452.

Born-Torrijos, A., Van Beest, G.S., Merella, P., Garippa, G., Raga, J.A., Montero, F.E. (2023) Mapping a brain parasite: occurrence and spatial distribution in fish encephalon .
International Journal for Parasitology: Parasites and Wildlife, 21: 22.32.

Hernandez-Cabanyero C, Sanjuan E, Mercado L, Amaro C (2023) Evidence that fish death after Vibrio vulnificus infection is due to an acute inflammatory response triggered by a
toxin of the MARTX family. Fish Shellfish Immunol 142:109131.

Hernandez-Cabanyero C.; Carrascos, E.; Jiménez, S.; Fouz, B. 2023. Exploring the effect of functional diets containing phytobiotic compounds in whiteleg shrimp health:
resistance to acute hepatopancreatic necrotic disease caused by Vibrio parahaemolyticus. Animals 2023, 13(8), 1354.

Kersting, D., Celia Garcia-Quintanilla, Nagore Quintano, Itziar Estensoro, Maria del Mar Ortega-Villaizan (2024). Dusky grouper massive die-off in a Mediterranean marine reserve.
Marine Biology (submitted).

Riera-Ferrer, E., Del Pozo, R., Mufioz-Berruezo, U., Palenzuela, O., Sitja-bobadilla, A., Estensoro, I., Piazzon, M.C. (2024). Mucosal affairs: Glycosylation and expression changes of
gill goblet cells and mucins in a fish-monogenean polyopisthocotylidan interaction. Frontiers in Veterinary Science, 11:1347707.

Riera-Ferrer, E., Del Pozo, R., Piazzon, M. C., Sitja-Bobadilla, A., Estensoro, ., & Palenzuela, O. (2023). Sparicotyle chrysophrii experimental infection of gilthead seabream (Sparus
aurata): Establishment of an in vivo model reproducing the pathological outcomes of sparicotylosis. Aquaculture, 573, 739588.

Riera-Ferrer, E., Estensoro, |., Lopez-Gurillo, B., Del Pozo, R., Montero, F.E., Sitja-bobadilla, A., Palenzuela, O. (2024). Hooked on fish blood: the reliance of a gill parasite on
haematophagy. Proceedings of the Royal Society of London. B (submitted).

Riera-Ferrer, E., Mazanec, H., Mladineo, 1., Konik, P., Piazzon, M.C., Kuchta, R., Palenzuela, O., Estensoro, 1., Sotillo, J. Sitja-Bobadilla, A. (2024). Biogenesis, ultrastructure and
proteomic characterisation of the monogenean Sparicotyle chrysophrii extracellular vesicles: An inside out journey. Parasites & Vectors, 17: 175.

Roig Molina, FJ., Amaro, C., Alcaine, A, Carro, J . 2023. Vibrio vulnificus mutation rate: an in vitro approach. Frontiers In Microbiology. Volum: 14, 1-9.

Sanjuan, E., Barriga-Cuartero, J., Andreu-Sanchez, O., Gonzadlez, A., Fouz, B. (2023). Study of sustainable HDPE-based materials for aquaculture applications: effects on fouling.
Frontiers in Marine Science. 10. Toxqui-Rodriguez, S., Riera-Ferrer, E., del Pozo, R., Palenzuela, O., Sitja-Bobadilla, A., Estensoro, I., Piazzon, M.C. (2024). Molecular interactions in a
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Grado de consecucidn de los objetivos/tareas-WP4-I

4.1 Nuevas patologias emergentes (N ) 70%
Tarea 411 (N

Tarea 4.1.2 (NN ] 8o%
Tarea 4.1.3 (N ) 40%
Tareass (N ) 5%

70%

—

4.2 Ciclos vitales de patégenos de peces [E——— ) 75%

Tarea 4.2.1 (N ) 65%
Tarea 4.2.2 (NN ) 8%

4.3 Nuevas vacunas contra patdgenos

Tarea 4.3.1
Tarea 4.3.2
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Grado de consecucion de los objetivos/tareas-WP4-II

4.4 Métodos alternativos de tratamiento O ] 55%

y control de patdgenos

Tarea 4.4.1 (NG ) 75%
Tarea 4.4.2 [N | 8%
Tarea 4.4.3 (N ) 60%
Tarea 4.4.4 (S ) 40%

4.5 REMEDISA 80%

4.6 Divulgacion y transferencia | ] ] 80%

4.7 Formacion (S ) 50%

Tarea 4.7.1 ) 7o
Tarea 4.7.2 (N ] 25%
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Desviaciones del programa inicial

* Algunas tareas han avanzado mas lentamente de lo previsto o han aparecido
resultados inesperados, pero se espera cumplir con los resultados esperados en
tiempo.

* Latarea 4.1.4 queda fusionada con la 41.5.

supported by MCIN with funding from European Union 2 EINNOUACION R v Resiliencla
NextGenerationEU (PRTR-Ca17.112) and by Generalitat Valenciana

.. This study f rt of the ThinkInAzul d Financiado por .@. Plan de Recuperacion :]—; GENERALITAT
ancK = T MINISTERK ) L
Is study torms part of the 1hinkinAzul programme and was - la Union Europea v;.‘é"\’ DE CItNEM Transformacién \\§ VALENCIANA GVANE)I
! eratonEL -0 havorsidicion, Ciocis smm—




Colaboraciones con grupos GVA-ThinkinAzul

* Colaboracion con investigadores de otros WPs: Dr. Cerda y Dra. Leal, WP3 conUV1e
|IATS.
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Colaboraciones con grupos ThinkInAzul Nacionales
e |[EO Murcia, San Pedro del Pinatar
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Hoja de ruta 6 proximos meses

* Tg4.1.12: Finalizacion de los protocolos para tomay envio de muestras.
* T.4.1.2: Redaccion de articulos sobre nuevas especies patoldgicas emergentes
* T4.1.5: Terminar de afinar el modelo predictivo de S. chrysophriiintroduciendo los nuevos datos

* T4.1.5: Avanzar con el desarrollo de los sistemas de biosensado de los patdgenos seleccionados, utilizando el formato de ensayo
de amplificacion isoterma y deteccion basada en tira de flujo lateral. Investigar sistemas integrados que faciliten el ensayo: chip y
lector optico. Aplicar las metodologias y prototipos desarrollados al analisis de muestras de agua representativas.

* T4.2.1: Terminar de muestreary analizar tiempos tempranos y definir las rutas de entrada de E. leei; realizar ensayo de
transmision de E. leei por camarones expuestos mediante cohabitacion o alimentacion de doradas

* T4.3.2: Comprobar expresion y antigenicidad de la proteina candidata vacunal E. leei
* T4.3.2. Continuar ensayos de vacunacion de bacterias
* T4.4.1: Probar efecto in vivo de los fitogénicos seleccionados frente a S. chrysophrii

* Tg4.4.3: Estudiar el efecto del agua electrolizada sobre la desinfeccion de superficies. Combinar el agua electrolizada con otro
agente biocida o tratamiento fisico para buscar sinergias. Detectar y cuantificar la presencia de bacterias, parasitosy virus
mediante el uso de la microbalanza de cristal de cuarzo. Medir in vivo el cortisol generado por los peces como indicador de estrés
a través de la microbalanza de cristal de cuarzo

* T.4.4.4: Implementar sistemas basados en lenguas y narices electronicas en granjas acuicolas.
* T4.5: Finalizacion WEB REMEDISA

* T.4.6: Escritura y defensa de Tesis Doctorales. Preparacion de una patente. Participacion en eventos de divulgacion de la ciencia
congresos nacionales e internacionales. AE2025,.

* T.4.7:Formacion de nuevos profesionales e investigadores en acuicultura
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