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OBJETIVO 3.1

Mejorar el conocimiento sobre el bienestar de los cultivos
mediante el uso de nuevas herramientas e indicadores en un
contexto de cambio global.

Conexién con las lineas de actuacién del plan nacional

Lineas de actuacion A2: Acuicultura sostenible, inteligente y de precisién

Actuacion A2.11: Mejora del conocimiento sobre el bienestar de los cultivos y desarrollo de sistemas que

permitan monitorizar, de modo continuo y fiable:

I Nuevos indicadores de bienestar en condiciones normales de cultivo y durante el proceso de
sacrificio (cuando corresponda)

Il Desarrollo de estrategias para mejorar la ingesta y el aprovechamiento del alimento, el
crecimiento, la reproduccion y el estado de salud (susceptibilidad a enfermedades) de los

ejemplares cultivados.
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Descripcion de tareas

Tarea 3.1.1 (M1-M36) - Comportamiento y microbiota — Estandarizacion de la monitorizacidon de
parametros de comportamiento y de la microbiota de piel e intestino para una mejor evaluaciéon y
adecuacion del estado nutricional y de bienestar de peces en cultivo. Para la evaluacién del
comportamiento se utilizaran nuevas versiones de data-loggers (AEFishBIT v3) implantados en el pez para
el registro con un alto nivel de resolucidn de la actividad fisica, la frecuencia respiratoria y la trayectoria
espacial durante varios dias (1-7 dias). El dispositivo, desarrollado en el proyecto europeo AQUAEXCEL20%0,
esta protegido por patente. Para el andlisis de muestras de microbiota se evaluara la conveniencia de
diferentes plataformas de secuenciacién (lllumina, PacBIO, Oxford Nanopore) en base a criterios de coste,
precision e inmediatez de resultados. También se analizardn muestras de agua (ADN ambiental) para
evaluar mediante técnicas de “metabarcoding” la abundancia de organismos en el medio de cultivo, asi
como el efecto de factores bidticos y abidticos sobre la presencia en el medio de ADN de la especie
cultivada como indicador de biomasa, erosiones dérmicas y estado general de la poblacién en cultivo.
Responsable: CSIC1

Resultado: Se han utilizado bio-loggers (acelerdmetro triaxial, FishBIT) implantados en el opérculo para
monitorear la actividad fisica y frecuencia respiratoria de peces en cultivo. El dispositivo, protegido por
patente (ES2725913A1 y EP3779849), ha mejorado sus prestaciones gracias a un nuevo software que
permite la toma de datos a intervalos variables, estando en fase de desarrollo una nueva versién con
mayor autonomia de funcionamiento, comunicacién inaldmbrica y una app de mévil para la programacién
y recuperacién de datos. El sistema de anclaje se ha adaptado al tamafio y nivel de osificacién del opérculo
de la especie en estudio (dorada, lubina, trucha y salmon), permitiendo iniciar la toma de datos
rapidamente tras la implantacion del dispositivo (2,5-7 h). Las ventajas de su pequefio tamafio y alta
frecuencia de registro se documentan en un articulo de revision (Calduch-Giner et al., 2022), habiéndose
demostrando su utilidad en estudios de comportamiento/interaccion social y adaptacion a altas densidad
de cultivo. Se ha completado la estandarizacion de tecnologias de secuenciacidon de tercera generacion
(Nanopore; MinilON, PrometlON) para la monitorizaciéon “in house” y a bajo coste de la microbiota del
agua y de muestras de heces y mucosas (branquias, piel, intestino) de peces en cultivo mediante técnicas
de 16S metabarcoding. La eleccién de cebadores, condiciones del PCR, modelos de basecalling y modo de
preparacion de las librerias de secuenciacion esta supeditado al tipo y calidad de la muestra (degradacién
ADN microbiano, contaminacion por ADN del huésped, etc). En paralelo, se han utilizado de forma
combinada las plataformas de lllumina y Nanopore para identificar marcadores microbianos de estrés
térmico y exposicién a microfibras sintéticas, ademas de estudiar los efectos de diferentes tipos de
aditivos sobre la microbiota segun el genotipo del hospedador.

Impacto: Se han desarrollado y validado nuevas herramientas de monitorizacidn rapida y poco invasiva
del comportamiento de peces y de los microorganismos que forman parte de los sistemas de cultivo. El
dispositivo FishBIT ha sido incluido en el Catalogo CSIC 2024 de tecnologias con mayor potencial comercial.
Se han publicado 5 articulos y otros 2 estan en fase de revision. Los resultados obtenidos forman parte de
una tesis doctoral internacional ya finalizada (Fernando Naya-Catala, 2024) y otra en curso (Ricardo-
Domingo Bretdn).

Tarea 3.1.2 (M1-M40) - Cortisol dérmico — Validacion del uso de medidas de cortisol en escamas como
indicadores de estrés crénico en especies mediterraneas (dorada, lubina, seriola y corvina) en cultivo. Se
desarrollaran métodos para la determinacidon inmunoenzimatica de cortisol que seran validados para los
plasmas de las diferentes especies objetivo. Se validaran métodos quimicos de extraccién de la hormona
a partir de las matrices tisulares mediante la utilizacién de diferentes solventes organicos, analizando los
extractos obtenidos en ensayos de paralelismo. Se estudiara la zonacion de acumulacién hormonal en
escamas y/o cartilago proveniente de diferentes regiones de la anatomia del animal y mediante
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experimentos de estrés cronico se validara el efecto de este sobre la acumulacién de hormona en las
zonas mas criticas de las diferentes especies. Ademds, se realizardn comparaciones del nivel de
acumulacion con animales salvajes de talla similar. Una vez desarrollados estos métodos y validada la
acumulacion hormonal dependiente del estrés se estudiara la acumulacién de cortisol durante el ciclo
vital hasta la obtencién de la talla comercial, asi como el efecto de la densidad de cultivo de animales y
variaciones de los pardmetros ambientales sobre la dindmica de acumulacién.

Responsable: CSIC7

Colaboradores: CSIC3, UV1, UV4, UJI2

Resultado: Se han desarrollado y validado métodos de extraccidon y de determinacién inmunoenzimatica
de cortisol en diferentes matrices tisulares. Se ha demostrado que tanto las escamas dérmicas como las
aletas, pectoral y caudal, acumulan cortisol en funcion del estrés crdnico en tres especies estudiadas:
dorada, lubina y corvina, sugiriendo su potencial utilizacidn como indicadores del estrés crénico.
Adicionalmente, y en colaboraciéon con WP1; UV4 se ha profundizado en la caracterizacién de nuevos
indicadores de estrés cronico en escamas mediante estudios metabolémicos en dorada y corvina. Los
estudios “long range” de indole comparativa han llevado a la caracterizacion de rutas metabdlicas
afectadas de forma diferencial por el estrés crénico. En colaboracidn con WP1; UV4 se ha iniciado estudio
de las rutas sintéticas de glucocorticoides en las escamas y aletas de dorada y corvina mediante técnicas
metaboldmicas. En colaboracién con WP4; UV1 se ha firmado un convenio para el estudio del efecto de
aditivos alimenticios sobre el crecimiento y la respuesta a patdgenos bacterianos en la lubina. En dicho
estudio también participa WP4; CSIC3. Fruto de las colaboraciones con UJI2, se ha obtenido financiacidn
del programa Prometeo de la GV, para la integracion de pardmetros comportamentales en modelos
predictivos desarrollados para jaulas marinas de corvina [Advances in Robotics and Marine Intervention
Technology: Applications in Aquaculture (ARTEMISA) (CIPROM2023/47)]

Grado de consecucion: 90%

Impacto: Se ha logrado desarrollar y validar métodos de extraccion y determinacidon inmunoenzimatica
de cortisol en tejidos, mostrando que las escamas y aletas de especies como dorada, lubina y corvina
acumulan cortisol en respuesta al estrés crénico, lo que las convierte en indicadores Utiles de este tipo de
estrés. Ademads, se han identificado rutas metabdlicas afectadas por el estrés a través de estudios
metaboldmicos, y se estan investigando las rutas sintéticas de glucocorticoides. Los resultados obtenidos
forman parte de una tesis doctoral internacional ya finalizada (Alejandra Godino, 2024)

Tarea 3.1.3 (M3-M45) - Seguimiento del perfil de acidos grasos — Se aplicara un método de prediccién y
seguimiento del perfil de acidos grasos de peces de acuicultura basado en el analisis de las escamas que
se encuentra en la actualidad en proceso de estudio de patentabilidad. EIl método permite hacer el
seguimiento de los perfiles de acidos grasos durante el ciclo productivo de peces como la lubina, la dorada,
la corvina, etc... Se aplicara en aquellos escenarios experimentales que impliquen un efecto de la dieta
sobre la composicion final del pez (efectos de piensos de sustitucidn), y durante el proceso de maduracion
y puesta (control de reproductores) para monitorizar el efecto de las dietas de maduracién y los posibles
eventos de movilizacion de acidos grasos esenciales a lo largo del periodo de puesta. El seguimiento de
los perfiles de 4cidos grasos esenciales permitira asimismo complementar el control del bienestar animal
junto a las metodologias “ad hoc”. En su caso, la metodologia permitird asimismo la trazabilidad del
producto final en tareas de control de calidad y deteccién de fraudes.

Responsable: CSIC8

Participantes: CSIC1

Resultado: Se ha desarrollado un método rapido, no invasivo e incruento para predecir el perfil de 4cidos
grasos en el musculo de peces sin necesidad de sacrificarlos. Se basa en el analisis rapido de los perfiles
de acidos grasos de las escamas de peces y en el paralelismo de los mismos con el del musculo. El
procedimiento esta puesto a punto y bajo proteccion. El procedimiento, inicialmente patentado (Navarro,
J.C., Varg, ., Hontoria, F., Monroig, O. (2022). Procedimiento no invasivo para predecir el perfil de acidos
grasos en musculos de peces (Espafia nim. de patente: 202231056) estd actualmente protegido como
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Secreto Industrial. Adicionalmente, se ha puesto a punto un método rapido de fraccionamiento de los
lipidos totales mediante extraccion en fase sélida, para el estudio de los perfiles de acidos grasos de las
grandes clases de lipidos. Aplicando esta ultima metodologia, se ha iniciado el analisis de muestras de los
estudios involucrados en la tarea 3.3.2. En coordinacion con la Tarea 2.1.4 (WP2; CSIC2), se ha estudiado
el efecto de la maduracion sobre la calidad en acidos grasos del filete de lubinas en cultivo, teniendo en
cuenta tanto el sexo de los animales como el grado de madurez. Asi, se han determinado los acidos grasos
de filetes provenientes de ejemplares de lubina en distinto grado de madurez sexual, integrando los datos
en modelos quimiométricos. A partir del engorde de dorada, llevado a cabo dentro de la tarea 3.2.1, se
han obtenido muestras de escamas de peces de tamafio comercial (800-900 g) alimentados desde los
primeros estadios (10-15 g) con dietas experimentales de diferente contenido en harinas y aceites de
pescado. Las muestras asi obtenidas podran utilizarse para la validacion del método de prediccién de la
composicion de acidos grasos del filete.

Grado de consecucion: 75%

Impacto: Se ha generado un método rapido, no invasivo y sin sacrificio para predecir el perfil de acidos
grasos en el musculo de peces, lo que contribuye a la mejora de la sostenibilidad y eficiencia en la
acuicultura. Este avance, permite evaluar de modo incruento la calidad del pescado en funcién de su
dieta y maduracion, con aplicaciones en la mejora de la calidad de los productos acuicolas. Se dispone de
muestras para avanzar en la validacién del método dentro de otras tareas del proyecto.

Tarea 3.1.4 (M6-M45) - Herramientas de andlisis computacional y de integracion omica — Se desarrollaran
y evaluaran modelos y simuladores de sistemas virtuales para explorar diferentes escenarios evolutivos
que permitan maximizar la probabilidad de éxito de los cultivos en un contexto de cambio climatico. El
sistema integrara parametros de monitorizacién ambiental y animal (individuales y poblacionales)
generados en el proyecto ThinkinAzul y en otros proyectos europeos del H2020 (PerformFISH, GAIN,
AqualMPACT, AQUAEXCEL?°2°, AQUAEXCEL3.0, EATFISH) y del Horizonte Europa (AQUASERV), en los que
ha participado/participa activamente el grupo CSIC1.

Responsable: CSIC1

Colaboracién: CSIC3

Resultado: Se ha desarrollado SAMBA (Structure-Learning of Aquaculture Microbiomes Using a Bayesian
Approach), una herramienta bioinformatica basada en Redes Bayesianas para integrar parametros de
monitorizacion ambiental y animal en peces de cultivo. Los modelos generados permiten crear escenarios
virtuales para predecir la evolucidn de los sistemas de cultivo e identificar las condiciones éptimas para
su éxito. Entrenada y validada con datos de microbiomas de mas de 50 experimentos, SAMBA relaciona
cambios en la microbiota con variables bidticas (especie, genética, etc.) y abidticas (temperatura, oxigeno,
etc.), lo que permite establecer relaciones causales entre diferentes taxones microbianos, muy
influenciadas por el sistema de cultivo, la genética y la dieta. SAMBA también contempla la integracion de
otras omicas como un sistema probabilistico de integracion multi-dmica, ya testado para la integracién de
datos metagendmicos y del transcriptoma del hospedador. Asi, SAMBA se presenta como una herramienta
de meta-analisis capaz de definir como diferentes factores modulan el microbioma, y de identificar las
condiciones experimentales Optimas para obtener un pan-microbioma determinado, a la vez que
establecer las relaciones causales existentes entre los diferentes taxones microbianos. En paralelo, y
dentro del marco Programa Momentum del CSIC (atraccion, formacion y retencién de talento digital) se
estan desarrollando otros modelos computacionales que contemplan el establecimiento de una serie de
reglas y ordenes jerarquicas de acuerdo con los principios de “membrane computing”, para predecir y
modaular la evolucidn de la interaccion microbiota x hospedador en un contexto de cambio climatico.
Grado de consecucion: 80%

Impacto: Se han desarrollado nuevas herramientas bioinformaticas que estan contribuyendo activamente
a la definicion de determinados patrones de microbiota como nuevos biomarcadores de bienestar. En
esta linea, se ha promovido como “convenor/chair” las sesiones de Microbiota en los ultimos Congresos
Internacionales de Acuicultura (Aquacultura Europe 2023, Viena; Aquaculture Europe 2024, Copenhague).
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Se ha finalizado una tesis doctoral industrial (Beatriz Soriano, 2023), se han publicado dos articulos y otros
dos estan en preparacion.

Tarea 3.1.5 (M24-M42) - El interactoma del bienestar de peces en cultivo. Edad bioldgica y programacion
nutricional — Se aplicaran diferentes metodologias para evaluar directa o indirectamente la edad bioldgica,
definida como un determinado estado estructural y funcional del organismo a lo largo del tiempo, que
modaula la capacidad del individuo para interactuar de forma adecuada con el medio y sus congéneres. La
hipotesis de partida es que el aumento de las desviaciones de la edad bioldgica con respecto a la
cronoldgica es indicativo de algln tipo de anomalia y/o disfunciéon. No existe una metodologia precisa para
evaluar la edad bioldgica en un sistema de produccidn acuicola, por lo que se han planteado diferentes
aproximaciones a nivel global y celular/molecular, que incluyen cambios en la proporcién de sexos y/o en
el patrén de expresion/metilacidn génica. A nivel celular, se utilizara una metodologia similar para evaluar
la eficacia de la nutricién parental para mejorar la calidad/bienestar de la progenie.

Responsable: CSIC1

Colaboradores: CSIC2, CSIC3

Resultado: Se ha integrado el estudio del transcriptoma y epigenoma, junto con el andlisis de la
proporcion de sexos, para evaluar alteraciones fisioldgicas como indicadores del bienestar de peces en
cultivo a lo largo de su ciclo bioldgico. Cada método presenta sus ventajas e inconvenientes, y en el caso
de un pez hermafrodita protandrico como la dorada, la aceleracion de la reversidon sexual de macho a
hembra con un perfil esteroideo masculinizado se ha propuesto como un indicador retrospectivo de
alteraciones de la funcidn/capacidad reproductiva en respuesta a una dieta, manejo y/o genética
inadecuada de los animales. A nivel celular, tras un primer screening de varios tejidos, la atencion se ha
centrado en la busqueda de marcadores musculares de caracter multifuncional con un patrén de
expresion y de metilacidn (regidn reguladora) diferencial con la edad. Tras un filtrado masivo de datos de
RNA-seq y Metil-seq, se han identificado 10 genes candidatos como marcadores de edad cronoldgica y
bioldgica, altamente relacionados con el metabolismo lipidico. El uso de estos genes como marcadores de
edad bioldgica se esta validando mediante PCR-array en muestras de peces sometidos a diferentes niveles
de estrés ambiental (densidad de cultivo) y nutricional (diferentes formulaciones de piensos con fuentes
alternativas de proteina). Asimismo, se ha demostrado que, en respuesta a una diferente nutricion
parental, la progenie de familias seleccionadas por rapido crecimiento muestran un determinado patrén
de expresidn y metilacion hepatica que facilita su adaptacion a nuevas formulaciones de piensos.

Grado de consecucion: 85%

Impacto: Los resultados obtenidos contribuyen a la comprensién y mejora del bienestar y manejo de
peces en cultivo, abordando especificamente el uso de biomarcadores de edad bioldgica y programacidn
nutricional para optimizar los sistemas de produccion en acuicultura. Se han publicado 4 articulos. Estos
resultados son parte de la tesis doctoral internacional ya finalizada de Fernando Naya-Catala.



