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RESUMEN

La trasformacion parr-smolt en salménidos conlleva un periodo critico que se caracteriza por
la inmunosupresion sistémica en los peces, regulando a la baja una serie de componentes
humorales y celulares de la respuesta inmune. Bajo ese contexto, las microalgas como
ingrediente dietario en dietas funcionales son una alternativa por sus compuestos
nutricionales y bioactivos que podrian fortalecer el estatus inmunitario. El objetivo del
presente estudio fue evaluar el efecto de una dieta suplementada con Schizochytrium sp y
Nannochloropsis gaditana sobre la expresion de genes asociados a la repuesta antibacteriana,
ademas de evaluar el efecto de esta inclusion sobre la poblacion leucocitaria y la madurez
eritrocitaria en Salmo salar. Se aliment6 a los peces durante 30 dias con una mezcla
microalgal (1:1) a un 10% de inclusién. Los niveles de transcripcion se cuantificaron y
analizaron mediante gRT-PCR desde aislados celulares y tejido mucus. Ademas, se realizd
un recuento e identificacion celular de leucocitos y una clasificacion de madurez celular de
eritrocitos. En el presente trabajo se report6 un incremento significativo de C3, NK-Lysina 'y
Hepcidina en eritrocitos, ademas de C3 en tejido mucus en los peces alimentados con las
dietas suplementadas. También, se observé un incremento en los monocitos y los eritrocitos
inmaduros de este mismo grupo de peces. Los resultados de este estudio apuntan a la
capacidad de la suplementacién microalgal, de incrementar componentes humorales de la
respuesta inmune en particular en el tejido eritrocitario, ademas de aumentar células
fagociticas y eritrocitos inmaduros en sangre.

Palabras clave: Ingredientes funcionales, Nannochloropsis gaditana, Schizochytrium sp,
Salmo salar.



ABSTRACT

The parr-smolt transformation in salmonids entails a critical period characterized by systemic
immunosuppression in fish, downregulating a series of humoral and cellular components of
the immune response. In this context, microalgae as a dietary ingredient in functional diets
are an alternative for their nutritional and bioactive compounds that could strengthen the
immune status. The objective of this study was to evaluate the effect of a diet supplemented
with Schizochytrium sp and Nannochloropsis gaditana on the expression of genes associated
with the antibacterial response, in addition to evaluating the effect of this inclusion on the
leukocyte population and erythrocyte maturity in Salmo salar. Fish were fed for 30 days with
a microalgal mixture (1:1) at 10% inclusion. Transcription levels were quantified and
analyzed by qRT-PCR from cell isolates and mucus tissue. In addition, cell count and
identification of leukocytes and a classification of cellular maturity of erythrocytes were
performed. In the present work, a significant increase of C3, NK-Lysine and Hepcidin in
erythrocytes, in addition to C3 in mucus tissue, was reported in fish fed with supplemented
diets. Also, an increase in monocytes and immature erythrocytes was observed in this same
group of fish. The results of this study point to the ability of microalgal supplementation to
increase humoral components of the immune response, particularly in erythrocyte tissue, in
addition to increasing phagocytic cells and immature erythrocytes in the blood.

Keywords: Functional ingredient, Nannochloropsis gaditana, Schizochytrium sp, Salmo
salar.



INTRODUCCION

La acuicultura, es la industria productora de alimentos con las mayores tasas de crecimiento
a nivel mundial, estando este aumento sostenido en la productividad basado en la
intensificacidn de sus préacticas, lo que impone enormes desafios, especialmente en el control
de enfermedades infecciosas asociadas al aumento de la susceptibilidad dentro de un sistema
cada vez mas exigente (Zeraatpisheh et al., 2018). La produccion de Salmén del Atlantico
(Salmo salar), representa un area dentro de la acuicultura con enorme valor econémico local
y mundial (Iversen et al., 2020). No obstante, las transformaciones fisioldgicas asociadas a
la preparacion para el habitat marino en los estados de desarrollo juveniles, denominada
esmoltificacion, representa un periodo critico del ciclo productivo que se asocia a altas tasas
de mortalidad (Johansson et al., 2016; Hjeltnes et al., 2016). Los cambios inmunol6gicos
descritos en la esmoltificacion guardan relacién con una competencia por recursos destinados
a otros procesos metabdlicos con alta demanda energética, entre ellos procesos de
crecimiento, endocrinos y osmoticos (McCormick et al., 2009; Bjornsson et al., 2010;
Morera et al., 2021). Bajo ese contexto, las dietas funcionales que incorporan algas marinas
en su formulacion, entre ellas las microalgas, son una alternativa prometedora ya que una de
las multiples funciones que se le atribuye estan asociadas a mejorar la respuesta inmune
(Spolaore et al., 2006; Guedes y Malcata, 2012). Esta capacidad, esta asociada a la riqueza
de un grupo de compuesto bioactivos, como los pigmentos naturales, biopéptidos, acidos
grasos poliinsaturados (PUFASS), polisacaridos, y vitaminas (Christaki., et al 2011; Munir
et al., 2013; Vaz et al., 2016). Especificamente, se han caracterizado ciertas especies de
microalgas con potencial como ingredientes funcionales acuicolas. Entre ellas,
Schizochytrium sp que presenta un elevado contenido de DHA, acido palmitico (PA), ademas
de niveles de B-caroteno elevados (Vega et al., 2018) siendo descrita como una alternativa
para la alimentacion de Salmon del Atlantico y Trucha Arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
(Miller et al., 2007; Sarker et al., 2020). Por otro lado, Nannochloropsis gaditana contiene
altos niveles de EPA, polifenoles, carotenoides y vitaminas (Zanella et al., 2020) y se han
descrito sus capacidades antibacterianas para un amplio espectro de bacterias (Amal et al.,
2017).

La activacion de la respuesta inmune, parte por la deteccion de agentes infecciosos mediante
receptores de reconocimiento de patrones (PRR) (Trichet, 2010; Secombes y Wang, 2012).
Este reconocimiento, desencadena una respuesta inmunitaria general, que secreta y activa
mecanismos de respuestas humorales, dentro de ellos, citoquinas, el sistema del
complemento, la lisozima, péptidos antimicrobianos, entre otros (Abbas et al., 2012; Liao et
al., 2017). En ese contexto, el tejido mucus es uno de los componentes mas relevantes de la
respuesta inmune inespecifica, siendo una barrera fisica y quimica rica en compuestos
antimicrobianos (Tiralongo et al., 2020). Se ha reportado, que la inclusién dietaria de algas
marinas tiene la capacidad de aumentar la expresion de ciertos genes inmuno relevantes con
capacidad antibacteriana (Cerezuela et al., 2012; Kiron et al., 2016; Lozano et al., 2018;
Vazizadeh et al., 2020) ademas, de incrementar el nimero de células leucocitarias en sangre
incluyendo neutréfilos y monocitos macréfagos (Wan et al., 2016; Sotoudeh., et al 2017). Se



ha descrito también su capacidad de aumentar la respuesta de citoquinas, la actividad
fagocitica, actividad de la lisozima y el complemento sérico, un gran grupo de interleucinas
y péptidos antimicrobianos, ademas de receptores del tipo Toll (Nagappan et al., 2021). La
lisozima, es una enzima de origen leucocitario que tiene la capacidad de lisar las bacterias
Gram positivas por medio de la ruptura de los enlaces B 1->4, y las bacterias Gram negativas
en un actuar coordinado con péptidos antimicrobianos y la actividad del complemento
(Desriac et al., 2013). El sistema del complemento se define como una cascada de reacciones
enzimatica que culmina con la lisis de paredes celulares de patégenos, y con la formacion de
subproductos como péptidos (Claire et al., 2002). Dentro de este complejo enzimatico, el
factor C3 es una de las proteinas mas abundante y que tiene un rol central en la secuencia y
desencadenamiento de la actividad antimicrobiana (Boshra et al., 2006, Sahoo et al., 2021).
Los péptidos antimicrobianos (AMPs), son una de las principales lineas de defensas que
comprenden parte de la inmunidad innata y actian con un amplio espectro de actividad
antimicrobiana, desde perturbar membranas celulares, hasta incidir a nivel de sintesis de
material genético (Valero et al., 2018). La Hepcidina es un AMPs que ha demostrado doble
funcionalidad, en primer lugar, presenta capacidad antibacteriana enddgena Unicamente
contra bacterias Gram negativas (Lauth et al., 2005) y, por otro lado, esta involucrada en la
regulacion de la homeostasis del hierro (Ashrafian et al., 2003; Shi y Camus, 2006). Otro
AMPs de importancia, es NK-Lysina la cual es producida por linfocitos T y células
citotoxicas, la que tiene funcién antibacteriana tanto para bacterias Gram negativas como
Gram positivas (Zhang et al., 2014). Si bien, su mecanismo de accion esta poco documentado
para peces teledsteos, se cree que actua perturbando las membranas lipidicas generando
permeabilidad transitoria (Liepinsh et al., 1997; Huang et al., 2018).

Dentro de los componentes celulares de la respuesta inmune se ha estudiado el rol que juegan
los eritrocitos en esta materia, y lo relevante del nivel de maduracion de estos, estando
involucrados en procesos de sefializacion celular, transcripcion, sintesis proteica y secrecion
humoral (Sprague et al., 2007; Morera y MacKenzi, 2011; Yamamoto et al., 2017). Se ha
reportado la expresion de NK-Lysina y Hepcidina, asi como un conjunto de interleucinas y
receptores del tipo Toll-Like en eritrocitos de peces teledsteos (Pereiro et al, 2017; Puente-
Marin et al., 2019). Por consiguiente, existe evidencia para decir que los eritrocitos como
células nucleadas tienen la capacidad de modular la expresion de diferentes conjuntos de
genes relacionado con la homeostasis del sistema inmunologico, y jugar un rol
complementario en la inmunidad de peces (Shen et al., 2018). EIl proceso de maduracion
eritrocitario implica que existan poblaciones de eritrocitos circulantes en la sangre, formando
una distribucién y subpoblaciones con diferentes edades (Nikinmaa, 2019). El nivel de
madurez celular esta asociado a multiples cambios entre ellos los referidos a la capacidad de
transcripcion génica, sintesis proteica, rigidez de membranas, concentracién de hemoglobina,
entre otros, (Lund et al., 2000; Gotting y Nikinmaa, 2017). Se ha descrito un conjunto de
factores que inciden en la madurez celular y la poblacién circulante de eritrocitos, no
obstante, no hay evidencia de la capacidad de los ingredientes funcionales y en particular de
las algas marinas en afectar la distribucion en la madurez celular de eritrocitos en sangre y
como esta incidencia guarda relacion con la expresion de genes inmune relevantes.



HIPOTESIS

1. La dieta suplementada con Nannochloropsis gaditanay Schizochytrium. sp aumenta
la expresion de genes asociados a la respuesta inmune en células sanguineas y tejido
mucus.

2. Ladieta suplementada con Nannochloropsis gaditanay Schizochytrium. sp aumenta

la proporcion de los glébulos blancos y eritrocitos inmaduros en la sangre periférica
de Salmon del Atléntico.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto de la inclusion de Nannochloropsis gaditanay Schizochytrium sp en los
niveles de expresion diferencial de genes involucrados en la repuesta antibacteriana, en los
componentes celulares de la respuesta inmune, y en los parametros productivos de alevines
de Salmon del Atléantico.

Objetivos especificos
1. Evaluar el efecto de la inclusién de Nannochloropsis gaditanay Schizochytrium sp
en los parametros productivos de alevines de Salmo salar.

2. Evaluar mediante “Score” la calidad de Smolt de los peces pre y post desafio dietario.

3. Cuantificar mediante gRT-PCR los niveles de expresion de genes seleccionados que
codifican las proteinas inmuno relevantes en eritrocitos, leucocitos, y tejido mucus.

4. Establecer un recuento leucocitario en sangre, y una determinacién porcentual e
identificacion de los tipos celulares de la linea blanca durante la fase de
esmoltificacion y el desafio dietario microalgal.

5. Determinar la proporcion de eritrocitos segun el nivel de madurez durante la fase de
esmoltificacion y el desafio dietario microalgal.



MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del estudio

La fase experimental, se llevd a cabo en las dependencias de la unidad piscicola de
investigacion y desarrollo de la empresa AquaChile, ubicada en Hornopiren, X Region.
Camino al Lago Cabrera S/N, Hualaihue, Provincia de Palena.

Material Bioldgico

Se utilizaron 560 alevines parr de Salmon del Atlantico con un peso inicial de 78,8 + 1,859
(CV<12%) en condiciones sanitarias Optimas, todos provenientes de la misma familia,
pertenecientes al proyecto CAT-OTO-2021 de la empresa AquaChile.

Se seleccionaron dos especies de microalgas, Schizochytrium sp y Nannochloropsis
gaditana, en base a las caracteristicas nutricionales descritas en la literatura. N. gaditana, fue
producida y cosechada con cepa obtenida del medio marino del norte de Chile,
posteriormente centrifugada y secada por sprav dryer (Proyecto FONDEF 1T181067). En el
caso de Schizochytrium. sp se trabajo con un producto comercial manufacturado por Xi and
Herbsnes China Co., Ltd. La dieta experimental, se elabor6 en un formato extruido donde se
suplement6 con ambas microalgas (1:1) a una inclusién del 10% (Cuadro 1).

Cuadro 1: Formulacion de las dietas experimentales.

Dietas experimentales

Ingredientes (% MS) Control Microalgal
Harina de pescado 28 28
Soya concentrada 16,64 14,9
Trigo entero 14 0
Harina panadera 0 7
Aceite de pescado 19,7 18,37
Gluten de maiz 10 10
Harina de visceras de pollo 10 10
Fosfato monocalcico 1 1
Premix Vitamineral 0,38 0,38
L-Lisina 0,27 0,27
DL-Metionina 0,08 0,08
Nannochloropsis gaditana? 0 5
Schizochytrium. sp® 0 5

a Polvo de Nannochloropsis gaditana en base a materia seca.
b Polvo de Schizochytrium. sp en base a materia seca.



Tratamientos y disefio experimental

El presente estudio, constd6 de 2 tratamientos dietarios con 4 repeticiones cada uno,
considerando un Unico factor, la inclusion de microalgas en la dieta en dos niveles,
correspondientes a la dieta control y la dieta suplementada microalgal al 10%. El estudio, se
realiz6 con un disefio experimental completamente al azar (DCA). La unidad experimental,
fue el estanque en este caso con una capacidad de 1,2m® con 70 peces por estanque v, la
unidad observacional de 6 peces por estanque seleccionados al azar para el analisis de
expresion génica, y de 5 peces para los analisis celulares. Se procedi6 a un primer muestreo
de los alevines en una condicion parr, 4 semanas previo al inicio de la aclimatacion, la cual
contemplo los anélisis de recuento y madurez celular. Posteriormente, se realizé un segundo
muestreo al término del desafio dietario tanto para parametros productivos, expresion génica
inmunitaria y analisis celular, utilizando los mismos protocolos y criterios, tanto para los
peces tratados como no tratados, con la finalidad de evaluar el efecto de la suplementacion
dietaria microalgal.

Manejo del experimento

Se realizo una distribucion de los tratamientos completamente al azar en los 8 estanques
experimentales. Se establecié un flujo continuo de agua de 7 L/min a una temperatura
promedio de 10°C £ 0,35 bajo un sistema de flujo abierto. Los peces fueron aclimatados
durante las 2 semanas previas al inicio del ensayo, para posteriormente ser alimentados a
saciedad durante 30 dias con las dietas experimentales. Se entregd el pienso en 6 raciones
diarias, cada pulso separado por 3 h, cuantificando el alimento consumido diariamente en
cada estanque. Los peces se mantuvieron con un régimen de fotoperiodo de 24 h/ luz y, todos
los dias se verifico temperatura, oxigeno y sobrevivencia. Finalizados los 30 dias de
alimentacion, los peces se mantuvieron en ayuno durante 24 h previo a la toma de muestras.
El reconocimiento de la calidad de smolt, fue realizado mediante una pauta de determinacion
de calidad smolt elaborado por el equipo de investigacion del Departamento de Produccion
Animal de la Facultad de Ciencias Agronémicas de la Universidad de Chile bajo el marco
del proyecto FONDEF 1T1810067 (Anexol). Los peces fueron anestesiados con benzocaina
por inmersion a 40mg/L de agua, posteriormente se extrajo tejido mucus segun Alishasho et
al. (2014). Inmediatamente después, se procedio a extraer tejido sanguineo via puncién en la
vena caudal segun protocolo del mismo laboratorio. Finalmente, los peces fueron
sacrificados segun directiva 2010/63/EU.



Evaluaciones

Anadlisis calidad de Smolt

Para el analisis de calidad de smolt, se procedié a fotografiar 10 peces por estanque,
previamente anestesiado, con camara 5 MP con apertura f/2.0, flash LED de celular Motorola
S6. Se utilizé una puntuacion en base a indicadores morfométricos y de comportamiento de
Salmon del Atlantico (Anexol). Se analizo la coloracidon y manchas presentes en el cuerpo,
coloracion de aletas, presencia de escamas y mucosa, ademas de un factor de condicion. La
puntuacion final que represento el nivel de esmoltificacion (indice de calidad de smolt) es =
100-) de deduccion de puntos.

Calificacion del indice de esmoltificacion:
90-100p= smolt nivel I (Smolt)
60-89p= smolt nivel Il (Pre smolt)

<60P= smolt nivel 111 (Parr)

Parametros productivos

Al finalizar los 30 dias de alimentacion, todos los peces experimentales fueron pesados y
medidos con una precision de 0.01g y 0.1cm respectivamente. En el presente estudio, los
indicadores de productividad: consumo aparente (C), ganancia de peso (GP), tasa especifica
de crecimiento (SGR), factor de condicion alimenticio (FCR), y sobrevivencia (SR) fueron
calculados segun las siguientes ecuaciones:

C(g) =Po— (N=*E) (Ec.1)

Donde Po representa el pienso ofertado (g), N: numero de pellet no consumido, y E: peso
promedio de un pellet.

100
GP(%) = (PF — PI) *

Bl (Ec.2)

SCR (%) (LnPF — LnPI) 100 (Ec.3
— ] = * .
dia T (Ec.3)

FCR = C/GP



N° peces al final del estudio

SR(%) = ( * 100) (Ec.4)

N¢incial de peces
Donde PF representa el promedio del peso corporal final (g), Pl: promedio del peso corporal
inicial (g), y T: Tiempo del ensayo en dias.

Obtencidn de tejidos y aislamiento celular

Se procedid a la recoleccion de tejido mucus, mediante la extraccion cutanea de la zona dorsal
del cuerpo del pez con un Cells Scrapers (Dutscher, UK). El tejido removido, se transfirié a
un criotubo de 2 mL con 0,5 mL de ARNIater para ser almacenado de forma inmediata a -
80°C para evitar crecimiento bacteriana y degradacion.

Se extrajo 0,5 mL de sangre por pez, para ser colectada en criotubos de 2 mL con medio
esteril Hank’s BBS a 4°C. Posteriormente, se procedio a un aislamiento celular descrito por
Lozano et al. (2018), mediante centrifugado a 258 xg por 5 min con microcentrifuga (CAPP
Rondo CR-68X). Posteriormente, se extrajo el plasma rico en linfocitos de la parte superficial
(buffy-coat) siendo colectado en criotubos de 2 mL. Al aislado eritrocitario resultante en el
fondo del criotubo se le afiadié 0,8 mL de medio estéril Hank’s BBs. Ambos aislados
celulares fueron depositados en nitrégeno liquido y posteriormente se almacenaron a -80°C
hasta el analisis de expresion génica.

Mediante el mismo protocolo de extraccion sanguinea se obtuvo 0,5 mL de sangre, desde
los peces (n=5) destinados al analisis de recuento celular y madurez eritrocitaria, la cual se
recibié en tubos de 2 mL con heparina de litio a 4°C para ser procesada de forma inmediata.

Aislamiento de ARN y sintesis de cDNA

Se procedio a realizar la extraccion de ARN del tejido mucus, leucocitario y eritrocitario. Se
afiadio 750 pL de reactivo Trizol por muestra de tejido para luego ser centrifugado a 12.000
Xg durante 10 min a 4 ° C. EIl sobrenadante resultante se incubo durante 5-10 minutos a
temperatura ambiente para luego agregar 200 pL de cloroformo. La muestra se mezclo por
inmersién durante 15s, se incubo 2-3 min a temperatura ambiente (TA) y posteriormente se
centrifugd a 12.000 xg por 15 min a 4°C. Se removio el sobrenadante y se agregd 1 pL de
glucogeno y 500 pL de alcohol isopropilico. La muestra se incubo por 10 minutosa TA 'y se
realizd un tercer ciclo de centrifugado durante 10 min a 12.000 rpm a 4 °C eliminando el
sobrenadante. El pellet de ARN se lavé con etanol al 75% y se centrifugo a 7.500 xg por 5
min a 4°C. Se dejo secar a TA después de eliminar el sobrenadante. Finalmente, se
resuspendio el RNA en agua libre de RNAasa y se incubo a bafio maria a 55°C por 15 min.
Se cuantificd por absorbancia a 260/280 nm (Biowave DNA, WPA) la cantidad y pureza de
la extraccién. Rangos de 1,8-2,1 de absorbancia se consideré6 ARN de alta calidad.
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Para la sintesis de cDNA se utilizaron 2 pg de RNA total para cada reaccién en un volumen
final de 20 pL. La sintesis de cDNA se realizd con Transcriptasa reversa Superscript™I1
(Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del proveedor.

Expresion génica

Se seleccionaron 4 genes con importancia en la respuesta antibacteriana de Salmén del
Atlantico (Lisozima, Hepcidina, NK-Lysina, C3) sumado a un Housekeeping (EF1c) para
evaluar el efecto inmunoestimulante del aditivo microalgal. En base a estos genes se
disefiaron los cebadores utilizando la herramienta “pick primer” del Centro Nacional de
Informacion Biotecnoldgica (ncbi.nlm.nih.gov).

La reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QRT-PCR), se realiz6 en un sistema
de dos pasos utilizando la mezcla maestra de qPCR Méaxima SYBR Green / ROX (2x;
ThermoScientific, Santiago, Chile) y el sistema de PCR Eco Real-Time (Illumina, San Diego,
CA, USA). Las reacciones de PCR se realizaron por duplicado en mezclas de reaccion de
20 pL que contienen 10 pL de la mezcla maestra de gPCR 2x, cebador directo de 0,3 L,
cebador inverso de 0,3 L, 8,4 uL de agua libre de nucleasas y 1 uL. de ADNc modelo. Se
procedid a un centrifugado antes de la amplificacion en las siguientes condiciones: 10 min a
95 ° C (desnaturalizacion inicial) seguido de 40 ciclos de 15 s a 95 °C (desnaturalizacion) y
60 s a 60 °C (recocido y prolongacion).

La amplificacion, se verificO mediante un analisis de curva de fusion para asegurar que un
solo producto génico se haya amplificado. Los valores de CT proporcionados por la
instrumentacion de PCR en tiempo real se importaron a una hoja de calculo de Microsoft
Excel, y los cambios en la expresidn génica se calcularon utilizando el método comparativo
2 — AACT, donde AACT = (gen diana CT - CT EFla) muestra tratada - (CT target gene_ CT
EF1a) control no tratado (Livak y Schmittgen 2001).

Cuadro 2: Secuencia de primers para PCR en tiempo real

Gen Secuencia No. de acceso Amplificacion
(pb)

NK-lysina  Foward TATGCACCACGCAACGCTAT NM_001141110.1 102
Reverse GGGTATGACGCAAAACGACT

Hepcidina Foward CTTTAGTGTTGCAGTCGTCG XM_014170058.1 111
Reverse TCCCCAACTGGACTGTCAAA

G

C3 Foward TGTTGTGTGGACGGGATGAG XM_014186867.1 98
Reverse AGGAAGGCTTGGATGCAGAC

Lisozima Foward CTACTGGTGTGACGACGGAC  XM_014145497.1 98
Reverse AACTGACCGCCACTGTGATG

EFloc Foward GTGGCAGTGTGATTTCGTAGT NM_001123629. 83

Reverse GCCAATGACCACGATGTTGA
Fuente: Elaboracion propia
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Recuento celular

Se fijaron y tifieron los frotis sanguineos mediante método del portaobjeto con metanol al 95
% y tincion Giemsa en una dilucion de 1:10 con agua tamponada como lo indica el proveedor
(Diprolab, Chile). Luego de esto se procedio al recuento celular con objetivo 100x con
microscopio optico (LEICA ICC50W L) desde la porcion de monocapa, contando 2000
células y dentro de ellas diferenciando la cantidad de leucocitos y trombocitos presentes, para
posteriormente llevar a términos absolutos cada tipo celular (Correa et al., 2017).
Posteriormente, del mismo frotis sanguineo se procedié con un recuento diferencial
leucocitario, cuantificando en la monocapa sanguinea la cantidad de cada tipo leucocitario
presente por cada 200 gldébulos blancos, llevando a términos porcentuales la cantidad de
celulas identificadas.

Modelo de clasificacion celular

Se procedid a utilizar una red neuronal con percepcion en multicapa (MLP) segln Spasic et
al., (2021) para determinar el estado madurativo de los eritrocitos de Salmon del Atlantico.
Se seleccionaron 120 eritrocitos, 40 por cada nivel madurativo (maduro, en maduracion e
inmaduro), como se observa en la Figura 1, a partir de imagenes de alta resolucion (1600 x
1200) obtenidas de campos aleatorios desde los frotis previamente fijados y tefiidos. Las
imagenes, fueron capturadas con camara microscopica digital Leica ICC50W. Las 40 células
en cada nivel de madurez eritrocitario fueron seleccionadas y clasificadas segun
caracterizacion morfométrica descrita por Hardig (1977) (Cuadro 3), siendo estas células
utilizadas para la construccion de la MLP.

NS — w =

et _ 0 o Snme
Figura 1: Imagen de frotis sanguineo con células rojas nucleadas de Salmon de Atlantico en

diferentes estados de desarrollo. Células identificadas: Maduras (=), En maduracion (=),
Inmaduras (=). Autoria propia.

De las células seleccionadas, se construyeron 8 variables predictoras: area celular (AC), largo
celular (LC), perimetro celular (PC), factor de forma celular (SFC) (Ec.5), area nuclear (AN),
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largo nuclear (LN), perimetro nuclear (PN), y factor de forma nuclear (SFN) (Ec.6). Las
variables fueron cuantificadas de manera automatica mediante la funcion elipse (Anexo 1)
del Software de analisis de imagenes Digimizer version 5.6.0. Estas variables, actuaron como
las entradas del modelo asociadas al cambio que experimenta la célula cuando maduran. Por
otro lado, las salidas del modelo de clasificacion fueron los tres niveles de madurez
eritrocitario.

_ (4xmxAC)

SFC = 2725 (Ec5)
__ (4*m*AN)

SFN = 2522 (Ec.6)

Se procedi6 al entrenamiento del MLP con software estadistico SPSS version 28.0 utilizando
un 70% de los datos obtenidos de las 120 células, donde m es la dimension del vector de
entrada y n es la dimension del vector de salida (Ec.7), el 30% restante se utilizd para la
prueba de la red neuronal. Finalizado el aprendizaje, se procedio a analizar el ajuste del
modelo para posteriormente utilizarlo en la clasificacion celular. Para la obtencion de las
variables predictoras mas relevantes, se entrend la red neuronal con todas las variables
morfométricas que integran la entrada del modelo (8 Variables), y posteriormente se fue
eliminando cada variable en funcion del efecto que generaba en la ejecucion de la red y su
capacidad de causar el mayor decremento en la prediccion, como lo describe Masters (1993).
Obteniendo de esta manera, las variables morfométricas predictoras y la red neuronal con
percepcion en multicapa que posteriormente serd utilizada para la clasificacion celular
eritrocitaria.

f:R™ > R™ (Ec.7)

Cuadro 3: Caracterizacion cualitativa de la madurez eritrocitaria.

Caracterizacion

Edad Forma Forma nuclear Estructura Tincion
eritrocitaria  celular nuclear citoplasmatica
Inmaduro Circular Circular Laxo Azul claro

En Ligeramente Elipticoy Semi laxo Rojo — Rojo
maduracion eliptico Ligeramente eliptico palido
Maduro eliptico eliptico Denso Rojo

Adaptado de Hardig (1977)
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Clasificacién celular eritrocitaria

Se procedio a contar 1000 eritrocitos desde las fotografias de la monocapa sanguinea (Anexo
2) obtenidas de los frotis sanguineos, cuantificando en cada célula mediante programa
Digimizer version 5.6.0 las variables predictoras previamente definidas que constituiran el
modelo. Posteriormente, se utilizo la red neuronal con percepcion en multicapa validada
previamente (Figura 7) con programa SPSS version 28.0 y su funcién de asistencia en la
puntuacion, permitiendo correr el modelo con una base de datos nueva, respectiva a las
células de los peces experimentales. De esta manera, se obtuvo la probabilidad de ocurrencia
de que la célula en cuestion sea madura, y en base a aquella probabilidad se procede a
clasificar los niveles madurativos y cuantificar la cantidad de células por edad eritrocitaria,
tanto de peces parr como smolt tratados y control.

Analisis Estadistico

Se procedio a verificar los supuestos de normalidad (Test de Shapiro-Wilk) y homogeneidad
de varianzas (Test de Levene’s) para todos los datos obtenidos. Para determinar diferencias
estadisticas entre el efecto de los tratamientos en los parametros productivos, la expresion
génica inmunitaria, ademas de las diferencias en los andlisis celulares, los datos fueron
sometidos a un andlisis de la varianza unidireccional (ANOVA) o bien en caso de presentar
heterocedasticidad se sometieron a una prueba T para muestras independientes sin asumir
varianzas iguales. Se utilizo un nivel de significancia del 5% para determinar diferencias
significativas entre los tratamientos.

RESULTADOS

indice y calidad de smolt

El indice de calidad smolt, se representa en la Figura 2 mostrando en primer lugar que los
valores de calidad de smolt obtenidos en base al analisis de imagenes en el tiempo To fue de
59,5 + 3,28 (EE), estableciendo una poblacion inicial de peces experimentales parr (smolt
nivel Il1). Finalizado el desafio dietario, los peces alimentados con la dieta control,
obtuvieron un indice de 77,76 £ 6,74 indicativo de un smolt tipo Il (pre-smolt), y por otro
lado los peces suplementados con Schizochytrium.sp y Nannochloropsis gaditana demostrd
incrementar la puntuacion de calidad smolt, resultando para los peces tratados en 83,25 +
5,94, indicativo de un smolt tipo I, es decir, un individuo en calidad de pre smolt al igual
que el tratamiento control. Es importante mencionar, que se mantuvo el coeficiente de
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variacion en valores practicamente iguales en ambos tratamientos, este ultimo como
indicativo de la capacidad dietaria de homogeneizar la esmoltificacion en la poblacion.

100,00

T R L b

80,00 —_

70,007

Fre Smalt
0 S R e I I I I IR

Indice de Smolt

50,00

40,00

Farr

30,00 1 T I
TO Coantrol Microalgal

Tratamiento
Figura 2: Indice de calidad smolt (Media + Error estandar) en la poblacion inicial de peces 4
semanas previo al inicio de la aclimatacion (To), peces alimentados con la dieta control
(Tratamiento control), y peces suplementados con Schizochytrium.sp y Nannochloropsis
gaditana al 10% durante 30 dias (Tratamiento microalgal). Cajas representan valores Inter
cuartiles (IGR) entre el primer y tercer cuartil (percentil 25 y 75), y la linea horizontal
representa la mediana.

Parametros productivos

Durante el desarrollo experimental, se registr6 una mortalidad total de 7 peces, 5 referidos al
tratamiento microalgal y 2 al tratamiento control, no obstante, el indicador porcentual de
sobrevivencia no tuvo diferencias significativas entre las dietas. No se observaron signos de
toxicidad o patologias en el desarrollo del ensayo. Ademas, ambas dietas fueron aceptadas
sin problemas por los peces experimentales. Todos los parametros productivos se
mantuvieron sin diferencias significativas entre ambos tratamientos finalizado los 30 dias de
desafio dietario (Cuadro 4).
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Cuadro 4: Efecto del suplemento dietario microalgal sobre los parametros productivo de
alevines de Salmon del Atlantico.

Tratamientos

Parametros Control Microalgal
Consumo (g) 29,28 £ 2,36 a 28,90+ 1,73 a
Peso inicial (g) 78,00+ 1,72 a 79,80 £ 1,68 a
Peso final (g) 110,50 + 3,67 a 112,25 +3,53 a
Ganancia de peso (%) 42,60+ 4,10a 4122 +212a
K 1,25+ 0,04a 1,28+0,02 a
SGR 1,20+£0,13 a 1,18+ 0,05 a
FCR 0.90 £0.08 a 0.89+£0.04a
Sobrevivencia (%) 99,29+ 143a 98,21+ 1,37 a

Valores representan promedios + desviacion estdndar. Letras minGsculas distintas en las filas indican
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (P< 0,05).

Expresion génica inmunitaria

Posterior a los 30 dias de desafio dietario, la expresion génica inmunitaria mostré que los
genes candidatos a la respuesta antibacteriana se expresaron en todos los tejidos evaluados,
presentando errores estandar amplios, particularmente en los aislados celulares.

En primer lugar, los niveles de NK-Lysina en eritrocitos (Figura 3.A) fueron
significativamente mas altos en los peces suplementados con Schizochytrium.Sp y
Nannochloropsis gaditana (P< 0,05). De igual manera, se encontré un incremento
significativo en la expresion del complemento C3 y Hepcidina en aislados eritrocitarios de
peces tratados (Figura 3B y 3C). Respecto a la Lisozima, no se visualizaron cambios en la
expresion génica de los peces suplementados en ninguno de los tres tejidos
inmunocompetentes (Figura 3.D).

En ninguno de los genes candidatos a la respuesta antibacteriana de leucocitos se encontro
un cambio significativo frente a la inclusion de Schizochytrium.sp y Nannochloropsis
gaditana.

Respecto al tejido mucus, en el presente estudio se visualizé un aumento significativo de la
expresion de Complemento C3 en los peces tratados con el suplemento microalgal (Figura
3.B), de forma contraria NK-Lysina, Hepcidina y Lisozima no sufrieron variaciones
estadisticamente significativas respecto a los peces alimentados con la dieta control (Figura
3).
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Figura 3: Efecto de la inclusion dietaria de Schizochytrium.Sp y Nannochloropsis gaditana
sobre los niveles de expresion diferencial de Lisozima, Hepcidina, Complemento C3, y NK-
Lysina en tejido leucocitario, eritrocitario y mucus (n= 20). Las barras representan el
promedio de cada tratamiento * error estandar. Letras distintas en las barras asociadas a un
tejido especifico representan diferencias estadisticamente significativas (P< 0,05).
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Recuento diferencial y absoluto de células leucocitarias

En primer lugar, se visualizd una disminucién significativa (46%) en la cantidad de
leucocitos por cada 2000 células, en los peces alimentados con la dieta control (Pre smolt)
respecto a los alevines To (Parr) al inicio del experimento. Respecto al recuento diferencial,
al finalizar el periodo experimental, este no se vio alterado, es decir, la proporcion de los
tipos leucocitarios se mantuvo constante en los peces pre smolt alimentados con a la dieta
control respecto a los alevines en estado parr (Cuadro 6).

Por otro lado, la suplementacion dietaria microalgal durante 30 dias, no genero diferencias
estadisticamente significativas en la cantidad de leucocitos por cada 2000 células respecto a
los peces tratados con la dieta control. No obstante, la cantidad porcentual de Monocitos
precursores de macrdfagos si se vio incrementada de forma significativa (P< 0,05).

Durante el recuento celular no se observaron basoéfilos ni tampoco eosinéfilos en los
individuos muestreados, tanto para la evaluacion de los estados de esmoltificacion, como
para el desafio dietario microalgal.

Cuadro 5: Recuento celular diferencial y absoluto de Salmon del Atlantico durante la
esmoltificacion y durante el desafio dietario microalgal con Schizochytrium.sp y
Nannochloropsis gaditana.

Esmoltificacién Desafio dietario

Recuento To (Parr) Control Control Microalgal
diferencial (Pre Smolt)

Linfocito (%) 86,56+4,99 a 84,60+3,71 a 84,60+3,71 A 84,20+£3,74 A

Monocito (%) 1,87£1,50 a 2,45+1,87 a 2,45+1,87 B 2,95+1,10 A
Neutréfilo (%) 11,56+4,88 a 13,55+3,34 a 13,55+3,34 A 12,85+4,14 A
Recuento To (Parr) Control Control Microalgal
absoluto (Pre Smolt)

Leucocitos

12000celulas 1587+6,60a 860+325b  860+325A  930+358A
Trombocitos/

. 46,75+7,10a 51,95+8,34a 5195+8,34 A 43,75+9,27 A
2000 células

Valores representan promedios + desviacion estdndar. Letras minGsculas distintas en las filas indican
diferencias estadisticamente significativas en el andlisis de esmoltificacion entre peces en el tiempo TO y los
peces alimentados con la dieta control al final del experimento (P< 0,05). Letras mayusculas distintas en las
filas indican diferencias estadisticamente significativas en el desafio dietario entre los peces alimentados con la
dieta control y los peces suplementados con microalgas (P< 0,05).
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Red neuronal con percepcion en multicapa para la clasificacion de madurez
eritrocitaria

El nimero de capas ocultas de las redes neuronales fue igual a 1 y su funcion de activacion
de capa oculta fue tangente hiperbdlica. La variable dependiente, fue la etapa de desarrollo
mental con tres unidades en la capa de salida identificadas como el nivel de madurez asociada
a una funcién sofmax (Figura 7).

Las redes neuronales evaluadas con 8, 6 y 4 variables predictoras obtuvieron en la prueba (30
% de los datos) un 0% de pronosticos incorrectos, no obstante, a nivel de entrenamiento de
la red neuronal la prediccion realizada con 8 variables morfométricas presento 2 casos de
prondstico incorrecto en células inmaduras, a diferencia del modelo con 6 y 4 variables que
solo presento 1 caso, lo que hace mantener un error de entropia cruzada de 4,55 en el
entrenamiento.

Respecto al modelo conformado con las variables: Largo celular (LC), Factor de Forma
Celular (SFC), Largo Nuclear (LN) y Factor de Forma Nuclear (SFN), obtuvo 1 caso de
clasificacion incorrecta en el entrenamiento y ningln error en la fase de prueba, presentando
asi el menor valor de error de entropia cruzada del 2,48 para el entrenamiento y de 0,21 para
la prueba.

La red neuronal conformada con 2 variables, referidos tanto al Factor de Forma Nuclear como
Celular, presento los valores mas bajos de ajuste en la prueba con un porcentaje de
pronosticos incorrectos de 6,5% asociado a un error de entropia cruzada de 7,2.

Cuadro 6: Clasificacion eritrocitaria mediante Red Neuronal con percepcion en multicapa
con 8 variables en la capa de entrada.

Clasificacién
Muestra Observado Pronosticado
Madura En Inmadur Porcentaje
maduracion a correcto
8V
Entrenamiento Madura 30 0 0 100,0%
En maduracion 0 33 0 100,0%
Inmadura 0 2 25 92,6%
% Global 33,3% 38,9% 27,8% 97,8%
Prueba Madura 10 0 0 100,0%
En maduracion 0 7 0 100,0%
Inmadura 0 0 13 100,0%
% Global 33,3% 23,3% 43,3% 100,0%

Continda



Cuadro 7: Continuacién cuadro 6.
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6V
Entrenamiento Madura 28 0 0 100,0%
En maduracion 0 31 0 100,0%
Inmadura 0 1 25 96,2%
% Global 32,9% 37,6% 29,4% 98,8%
Prueba Madura 12 0 0 100,0%
En maduracion 0 9 0 100,0%
Inmadura 0 0 14 100,0%
% Global 34,3% 25,7% 40,0% 100,0%
4V
Entrenamiento Madura 29 0 0 100,0%
En maduracion 0 24 0 100,0%
Inmadura 0 1 22 95,7%
% Global 38,2% 32,9% 28,9% 98,7%
Prueba Madura 11 0 0 100,0%
En maduracion 0 16 0 100,0%
Inmadura 0 0 17 100,0%
% Global 25,0% 36,4% 38,6% 100,0%
2V
Entrenamiento Madura 27 0 0 100,0%
En maduracion 0 30 0 100,0%
Inmadura 0 0 32 100,0%
% Global 30,3% 33,7% 36,0% 100,0%
Prueba Madura 13 0 0 100,0%
En maduracion 0 9 1 90,0%
Inmadura 0 1 7 87,5%
% Global 41,9% 32,3% 25,8% 93,5%

8V: Area C, Perimetro C, Largo C, Factor de Forma C, Area N, Perimetro N, Largo N, Factor de Forma N.
6V: Largo C, Factor de Forma C, Area N, Perimetro N, Largo N, Factor de Forma N.

4V: Largo C, Factor de Forma C, Largo N, Factor de Forma N

2V: Factor de Forma C, Factor de Forma N
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Figura 4: Modelo de red neuronal con percepcion en multicapa (MLP) definido para la
clasificacion celular, que presenta una capa de entrada con 4 variables morfométricas, una
capa oculta con tres unidades, al igual que una capa de salida con los niveles de madurez
eritrocitario. Auditoria propia.

Recuento diferencial de eritrocitos segun estado madurativo

Posterior a la utilizacion de la red neuronal con percepcion en multicapa, se obtuvieron los
valores de eritrocitos maduros, en maduracion e inmaduros por cada mil células rojas
analizadas (Cuadro 7). Los valores de madurez durante la esmoltificacion no mostraron
diferencias significativas en ninguno de los tres niveles. No obstante, la inclusion dietaria de
Schizochytrium.sp y Nannochloropsis gaditana a un 10% por 30 dias demuestran un aumento
significativo de los glébulos rojos inmaduros. De forma contraria, la distribucion madurativa
por cada 1000 eritrocitos se mantiene sin diferencias significativas en los tipos celulares
maduros y en maduracion en respuesta a la inclusion microalgal.
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Cuadro 8: Analisis de la madurez eritrocitaria durante la esmoltificacion y durante el desafio
dietario microalgal con Schizochytrium.sp y Nannochloropsis gaditana

Esmoltificacion Desafio dietario
To (Parr) Control Control Microalgal
(Pre-Smolt)

RBC Maduros/  903,0+8,94a 9195+745a 9195+745A 901,77 +4,85 A
1000 RBC

RBC 86,67+762a 73,34+6,73a 73,34+6,73 A 82,23+447 A
En maduracién

/1000 RBC

RBC Inmaduros 922+599a 7,17+x125a 7,17+1,25B 16,92+ 1,65 A
/1000 RBC
Valores representan promedios + desviacién estandar. RBC: Gldbulos rojos. Letras minGsculas distintas en las
filas indican diferencias estadisticamente significativas en el analisis de esmoltificacion entre peces en el tiempo
TOy los peces alimentados con la dieta control al final del experimento (P< 0,05). Letras mayusculas distintas
en las filas indican diferencias estadisticamente significativas en el desafio dietario entre los peces alimentados
con la dieta control y los peces suplementados con microalgas (P< 0,05).

DISCUSION

En el presente trabajo, se demostrd que la inclusion dietaria de Schizochytrium.sp y
Nannochloropsis gaditana, no genera efectos adversos en alevines de Salmon del Atlantico
suplementados a un 10% durante 30 dias. EI consumo, como primer indicador de importancia
a analizar en una dieta con inclusion de ingrediente vegetales, no mostro diferencias respecto
al tratamiento control, del mismo modo, se comporté la conversion alimenticia (FCR) y la
tasa de crecimiento (SGR). Resultados similares, fueron obtenidos en Salmo salar
alimentado con P. tricornutum a un 3% y 6 % de inclusién (Sorensen et al., 2016),
Nanofrustulum y Teraselmis (5 y 10%) (Kiron et al., 2012), y Nannochloropsis oceanica
(10%) (Serensen et al.,2017; Gong et al., 2020). No obstante, se ha reportado como las
microalgas pueden mejorar el FCR y aumentar la ganancia de peso (GP) (Alishahi et al.,
2015; Chen et al., 2021), ademas, de una mejora en las tasas de crecimiento (Zhao et al.,
2020; Wei et al., 2021) y el consumo (Dallaire et al., 2007). Esta capacidad, est asociado a
la gran cantidad de nutrientes como las vitaminas, minerales, aminoacidos esenciales y acidos
grasos que estan involucrados en procesos fisiologicos relacionados con el crecimiento
(Nakagawa y Montgomery, 2007; Dineshbabu et al.,2019).

El uso de microalgas marinas como ingredientes para salmonidos, se ha descrito en general
con inclusiones no superior al 10%, de tal manera de evitar efectos negativos sobre el
crecimiento, la deposicion de lipidos corporales y el contenido energético del pez
(Kousoulaki et al., 2015). Se han reportado factores que limitan la inclusion de algas marinas
en la dieta de peces, entre ellos los polisacaridos complejos de las paredes celulares, la
concentracion de metales pesados, presencia de lectinas e inhibidores de amilasa y tripsina
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(Garcia et al., 2001; Madeira et al., 2017). No obstante, se han documentado inclusiones de
hasta el 20% con Nannochloropsis oceania y Phaeodactylum tricornutum con respuesta
positiva en Salmaén del Atlantico (Serensen et al., 2016; Serensen et al., 2017) y cerca de un
12,5 % con Scenedesmus sp. y Chlamydomonas sp en Trucha arcoiris (Dallaire et al., 2007).
La evidencia empirica, muestra una gran variabilidad en la respuesta a la inclusion de algas
marinas, muy dependiente de cada especie y sus respuestas fisioldgicas especificas, los
niveles de inclusion y remplazo, la interaccion con otros nutrientes, y el tiempo de desafio
dietario (Thepot et al., 2021). En esta linea, desde un enfoque del organismo del pez, factores
de la fisiologia digestiva y el metabolismo nutricional propios de cada especie son los que
responden frente a un tipo de microalga especifica (Rust, 2003; Zhang et al., 2020). Esto,
sumado a la naturaleza y perfil nutricional propio de la microalga en cuestion, mirando con
particularidad elementos como: la digestibilidad, proporcion de polisacaridos no
almidonados, contenido proteico y lipidico, perfil lipidico y aminoacidico, entre otros,
determinan la respuesta a nivel nutricional, fisioldgico e inmunoldgicos (Hemaiswarya et al.,
2011; Nagappan et al., 2021).

Durante la transformacion parr-smolt, se han caracterizado los cambios inmunoldgicos
asociados a este proceso fisiologico, los cuales van en la linea de los resultados obtenidos en
el presente estudio. Se reportd, una disminucién significativa de leucocitos totales en alevines
de Salmo salar pre esmoltificados. No obstante, la metodologia utilizada en esta
investigacion para el recuento celular es un punto de discusion, ya que el analisis se realiza
en base a la identificacion continua de 2000 células, a diferencia de los recuentos manuales
en Camara de Neubauer. La dificultad del recuento manual recae en la necesidad de realizar
el analisis dentro de las primeras horas desde la extraccién sanguinea (Hubec y Smith, 2010),
por consiguiente, bajo el contexto experimental de una zona extrema del sur de Chile, es una
restriccion que obligd al proyecto investigativo a utilizar la metodologia descrita por Correa
et al. (2017). Esta metodologia, ha sido descrita como un buen biomarcador para determinar
el cambio continuo de leucocitos en sangre, mediante el uso y recuento diferencial en frotis
sanguineo. Los resultados obtenidos en este analisis fueron similares a los descritos por
Muona et al. (1992) evidenciando una disminucion del total de globulos blancos y linfocitos
circulantes en Salmoén del Atlantico y Trucha Arcoiris. Asi mismo, Maule et al. (1987),
McLeay (1975) y Pettersen et al. (2003) demuestran la reduccion de células
inmunocompetentes, siendo una de las posibles respuestas el efecto del cortisol inducido en
la esmoltificacion, el cual es causante de la lisis celular y por consiguiente de la reduccién de
leucocitos en sangre.

Respecto al andlisis diferencial leucocitario, se observd un aumento significativo del
porcentaje de monocitos totales. Esto, posiblemente demuestra un incremento en la
capacidad de destrucciéon de patégenos de los peces suplementados con Nannochloropsis
gaditana y Schizochytrium.sp (Grayfer et al., 2018). Hassaan et al. (2021), encontro de la
misma manera un incremento porcentual de monocitos en Tilapia del Nilo (Oreochromis
niloticus) suplementada con extractos de B-caroteno y Phycocianina provenientes de
spirulina platensis, al igual que Cerezuela et al. (2012) demostré un aumento de la capacidad
fagocitica mediante citometria de flujo en Sparus aurata alimentada con Phaeodactylum
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tricornutum y tetraselmis chuii. Otras investigaciones, obtienen resultados similares ya sea
mediante recuento en frotis sanguineo o mediante citometria de flujo, asociando tal respuesta
a la riqueza mayoritariamente de pigmentos y polisacaridos que estimulan el sistema
inmunoldgico inespecifico (Salinas et al., 2005; Aly et al., 2008; Kumar et al., 2008; Gen et
al., 2011), y en particular el rol que juega los pigmentos carotenoides, los cuales esta
involucrado directamente sobre la proliferacion y estimulacion de la fagocitosis (Chew y
Soon, 2004).

La inmunosupresion sistémica que se presenta en la esmoltificacion ha demostrado una serie
de genes inmunorelevantes regulados a la baja (Johansson et al., 2016), entregando
argumentos necesarios para la busqueda de inmunopotenciadores. Bajo ese escenario, la dieta
probada en el presente estudio incremento significativamente la expresién de NK-Lysina,
Hepcidina y el Complemento C3 en eritrocitos de Salmdn del Atlantico. Estos resultados
apuntan hacia la capacidad de Nannochloropsis gaditana en conjunto con Schizochytrium.
sp de incrementar los componentes humorales de la respuesta antibacteriana.

NK-Lysina, es un péptido antimicrobiano que ha sido caracterizado con expresion génica
constitutiva en la gran mayoria de los tejidos de peces, y esta involucrado en la respuesta
inmune temprana frente a las infecciones bacterianas (Cai et al., 2016; Wang et al., 2018;
Huang et al., 2018). NK-Lysina, no tan solo actla perturbando las membranas celulares de
bacterias, si no también ejerce actividad antimicrobiana intracelular, interactuando con
acidos nucleicos y otros factores dianas provocando la muerte bacteriana (Brogden, 2005;
Hale y Hancock, 2007; Desriac et al., 2013). Este AMPs, fue descrito por primera vez en
tejido mucus de Salmon del Atlantico por Valero et al. (2019), y siendo el presente estudio
el primero en evaluar su expresion en eritrocitos de Salmo salar suplementados con
microalgas marinas. Los hallazgos reportados por esta investigacion muestran una regulacién
al alza de NK-Lysina posiblemente asociado a la riqueza de compuestos bioactivos de las
microalgas como acidos grasos, carotenoides y compuestos fendlicos (Maadane et al., 2017).
Particularmente, la riqueza de Nannochloropsis gaditana de &cido palmitoleico, acido
palmitico, &cido oleico y acido eicopentanoico, se correlaciona con la capacidad de inhibir el
crecimiento bacteriano (Surendhiran et al., 2014). Ademas, los acidos grasos omega 3
presentes en las microalgas se incorporan a los fosfolipidos de las membranas celulares en
desmedro de los acidos grasos omega 6, para posteriormente ser metabolizados modulando
funciones celulares entre ellas la proliferacion celular, fagocitosis, produccion de citocinas y
quimiocinas, y la polarizacion de macrofagos activados (Saray et al., 2019) que posiblemente
guardan relacién con una mayor sintesis de péptidos antimicrobianos. No obstante, falta
evidencia para responder a como estos compuestos bioactivos acttan en las células rojas
aumentando la expresion de genes inmunocompetentes y en particular de AMPs.

Otro péptido poco estudiado, en cuanto al efecto de las algas marinas en peces teleosteos es
la Hepcidina (Skov et al., 2012). En el presente estudio, se demostrd un incremento
significativo de este AMP en globulos rojos frente a la inclusion (10%) de Nannochloropsis
gaditana y Schizochytrium.sp. De igual manera, se ha reportado una regulacion al alza de la
Hepcidina en el bazo de Trucha Arcoiris frente a la suplementacion dietaria de Tribonema
ultriculosum (50 y 100 g/Kg) (Chen et al., 2021), ademaés, de un incremento en el rifidn, bazo,
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e higado mediante el desafio dietario en Lobeo roita con FRSE (Extracto rico en fucoidan de
Sargassum wightii) a un 2% de inclusion (Gora et al., 2018). No obstante, falta evidencia que
devele los mecanismos de regulacion de la Hepcidina en funcion a la inclusion de
ingredientes funcionales. Hasta la fecha, existen reportes de la sensibilidad al cambio frente
a desafios con lipopolisacaridos y patogenos bacterianos (Hirono et al., 2005; Wang et al.,
2009; Ahmed y Manal, 2021). Se describe que la regulacion de la expresion de Hepcidina
estd dada principalmente por la disponibilidad de hierro, las tasas de eritropoyesis, y la
presencia de infeccién e inflamacion (Darshan et al., 2009). Posiblemente, el incremento de
Hepcidina este asociado al aumento de hierro en la dieta por el aporte realizada de las
microalgas marinas y la necesidad de regular la homeostasis del hierro (Beckman et al.,
2010). Otra posible explicacion del incremento de AMPs y el complemento C3 en eritrocitos,
esta relacionada, con los contenidos de EPA y DHA que caracterizan ambas microalgas, e
influyen en la composicion lipidica celular tanto de la linea blanco como roja. Tal
modificacion, tiene efectos a nivel de activacion de factores de transcripcion modificando la
expresion genica (Calder, 2007). En esta misma linea, los carotenoides influyen en la fluidez
de las membranas lipidicas celulares y la brecha de union comunicacional entre ellas (Chew
y Park, 2004). Si bien, se ha documentado el efecto de los &cidos grasos esenciales en células
de la linea blanca, faltan estudios para dilucidar el efecto que genera la alteracion en la
composicion y fluidez de las membranas lipidicas sobre la respuesta transcripcional en
eritrocitos nucleados de vertebrados inferiores.

Respecto al aumento en la expresion de la proteina central de la actividad del complemento
C3, se han reportado resultados similares frente a la inclusion dietaria de algas marinas en
peces teledsteos. Chen et al. (2010) visualizd6 un incremento de C3 en Carpa Gibel
suplementado con Oedocladium sp. y Tribonema sp, de igual manera se incrementé C3 en
Trucha Arcoiris con Dunaliella salina (Emadi et al., 2010). Es importante mencionar, que el
comportamiento de la cascada del complemento no esté bien estudiado para peces teledsteos
(Claire, 2002; Boshra, 2006), la gran mayoria de los reportes evalla la actividad del
complemento hemolitico a nivel enzimatico, no pudiendo dilucidar cuales son las proteinas,
rutas y mecanismos de accion que responden frente a la inmunonutricion con algas marinas.
Uno de los posibles mecanismos de la sintesis de componentes del complemento, guarda
relacion con la riqueza de B-caroteno de algunas microalgas, estando involucrado en la
activacion de receptores de retinoides. Ademas, los elementos de respuesta del &cido
retinoico estan presentes en las regiones promotoras del gen del factor del complemento H,
y el acido retinoico aumenta los niveles de ARNm del gen H. Esto indica, que la activacion
de los receptores de retinoides y la union de &cido retinoico en la regién promotora del gen
diana es un posible mecanismo a través del cual los carotenoides o sus metabolitos pueden
afectar la sintesis de los componentes del complemento (Emadi et al., 2010).

La dieta suplementada con Nannochloropsis gaditana y Schizochytrium.sp no mostrd
diferencias significativas respecto a la expresion de lisozima en ninguno de los tres tejidos
evaluados (Figura 3.D). Resultados similares fueron obtenidos por Carballo et al. (2019)
mediante el uso de Phaeodactylum tricornutum en Solea senegalensis. Asi mismo, la
lisozima en tejido mucus evaluada posterior a un 9% de inclusion con Sargassum ilicifolium
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en Lubina no tubo diferencias estadisticamente significativas (Zeynali et al., 2020). Existe
una enorme evidencia de que la lisozima es el gen inmunorelevante mayormente evaluado
en estudios de inclusién dietaria de algas marinas, y ademas es regulado al alza en maltiples
especies y desafios dietarios: Solea senegalensis con Ulva ohnoi (5%) (Fumanal et al., 2020);
Trucha arcoiris con Gracilariopsis persica (5%), Sargassum boveanum (10%) e Hypnea
flagelliformis (10%) (Vazirzadeh et al., 2020); Salmon del Atlantico con crio concentrado de
Pyropia columbia y Gracilaria chilensis (1%) (Lozano et al., 2018). Esto sugiere, que la
diferencia encontrada en la expresion o activad de la lisozima de distintos estudios podria
guardar relacion con la condicion experimental establecida, las especies de peces y su estatus
de salud, ademaés de las algas marinas utilizados y el tejido evaluado (Thepot et al., 2020).

El tejido mucus, es descrito como la primera linea de defensa y fuente potencial de
componentes humorales antimicrobianos claves en la respuesta inmune inespecifica, siendo
una fuente de lisozima, complemento, lectinas, AMPs y enzimas proteoliticas (Reverter et
al.,, 2018; Tiralongo et al., 2020). El incremento del Complemento C3 en peces
suplementados con Nannochloropsis gaditana y Schizochytrium.sp, avanza en la linea de
como los compuestos fitoestimulantes de las algas marinas pueden activar el sistema
inmunitario de la mucosa (Hoseinifar et al., 2016). Entre ellos, se ha reportado un incremento
en la actividad de lisozima en Dorada suplementada con Ulva Ohnoi (Martinez et al., 2021),
Esturién de Persia con Gracilaria pérsica (Adel et al., 2021), Lubina con Sargassum
ilicifolium (Zeynali et al., 2020), Trucha arcoiris con Dunaliella sallina (Alishahi et al.,
2015) y un incremento de la via alternativa del complemento (ACH50) de Dorada|
suplementada con Phaeodactylum tricornutum (Reis et al., 2021). Se cree que los
polisacéridos de la pared celular de microalgas tienen la capacidad de inducir activacion de
macrdéfagos en tejidos mucus (Cunha y Grenha, 2016), que posiblemente tenga relacion con
el incremento de la proteina central de la cascada del complemento y su estimulacion
temprana (Lubbers et al., 2017). En esta linea, se ha demostrado en mamiferos como la
biosintesis de C3 se incrementa fuertemente con la estimulacion de macréfagos (Mogilenko
et al., 2012) asociado a la capacidad de atraer por quimiotaxis células fagociticas y
posteriormente actuar por medio de la opsonizacién de la superficie de patdgenos mediante
el etiquetado con C3b (Bohlson et al., 2014).

En este estudio, se determind la importancia de los eritrocitos en secretar componentes
humorales relacionados con la respuesta antibacteriana. Si bien, existe bastante evidencia del
rol que cumplen los glébulos rojos en complementar la respuesta inmune (Shen et al., 2018;
Puente-Marin et al.,2019), no se ha estudiado la sensibilidad en la expresion de genes
inmunorelevantes frente a la inclusion dietaria microalgal. De esta manera, se demostré que
el tejido eritrocitario es capaz de incrementar y sobre expresar péptidos antimicrobianos
como NKk-Lysina y Hepcidina, ademas de la proteina C3 de la actividad del complemento.
Ademas, se determind por primera vez como por medio de la inmunonutricion, utilizando
microalgas marinas, se puede modificar la distribucion de la madurez celular eritrocitaria. En
esa misma linea, el modelo de clasificacion eritrocitario determiné que las variables: Largo
celular (LC), Factor de Forma Celular (SFC), Largo Nuclear (LN) y Factor de Forma Nuclear
(SFN) fueron las que permitieron maximizar el porcentaje correcto de prediccidon, presentar
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el menor error de entropia cruzada tanto para el entrenamiento como para la prueba, y ademas
cumplir con el principio de parsimonia asociado a un modelo simple y no sobre
parametrizado. En este contexto, se generd un modelo de clasificacion celular para Salmén
del Atlantico al igual que el descrito por Spasic et al. (2020) para Condrostoma nasus y vimba
vimba, resultando en una herramienta valida y capaz de predecir el nivel de madurez
eritrocitaria.

El aumento significativo de células inmaduras en alevines suplementados con
Nannochloropsis gaditana y Schizochytrium.sp a un 10%, develan de manera indirecta una
mayor tasa de eritropoyesis (Beckman, 2010), lo cual posiblemente responda a la
disponibilidad de hierro y vitaminas del tipo B presentes en la dieta suplementada, las cuales
son necesarias para las células precursores eritroides (Singh, 2018). Es bastante logica la
correlacion con una mayor expresion de C3, Nk-lisina y Hepcidina, en los peces
suplementados, lo cual es consistente con la mayor cantidad de material genético presente en
eritrocitos jovenes (Lund et al., 2000; Koldkjaer et al., 2004) y, por consiguiente, con la
mayor capacidad de secretar componentes humorales inespecificos relacionados con la
respuesta antibacteriana (Gotting y Nikinmaa, 2017).

Los analisis y resultados obtenidos en el presente estudio demuestran la necesidad de seguir
estudiando los eritrocitos como un componente celular mas de la respuesta inmune, y como
la variacion en la madurez celular eritrocitaria incide en la secrecion de componentes
humorales. Por otro lado, se requieren mayores avances en buscar inmunoestimulantes de
origen natural, en el proceso de esmoltificacion y como mediante estos se pueden generar
smolt con un mejor estatus inmunitario, que respondan de forma mas resiliente a un entorno
marino.
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CONCLUSIONES

La inclusion dietaria de Nannochloropsis gaditana y Schizochytrium.sp a un 10%
durante 30 dias no tiene efectos adversos a nivel de crecimiento y parametros
productivos en la fase de pre-esmoltificacién de Salmon del Atlantico.

Nannochloropsis gaditana y Schizochytrium.sp estimulan mayores niveles de
transcripcion de C3 en tejido mucus Y eritrocitos, ademas de aumentar la secrecion
de péptidos antimicrobianos, Hepcidina y NK-Lysina, en glébulos rojos de Salmén
del Atlantico, generando un estatus inmunitario posiblemente estimulado.

El suplemento dietario microalgal es capaz de incrementar monocitos/macréfagos en
sangre periférica, sugiriendo una mayor proliferacion de células fagociticas y
capacidad de destruccién de patogenos.

De acuerdo con el analisis de maduracion eritrocitario, la suplementacion dietaria con
Nannochloropsis gaditana y Schizochytrium.sp modifica las clases eritrocitarias en
Salmon del Atlantico, incrementando la cantidad de glébulos rojos inmaduros en
sangre, lo que posiblemente se correlaciona con una mayor sintesis humoral.
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ANEXO

Anexo I.

indicadores morfolégicos y de

Deduccion de puntos en base a los
comportamiento
Alevin parr Smolt
1.Morfoldgicos y Nado Nado contra la corriente, territorial, Nado en el sentido de la corriente,
comportamiento prefiere zona mas baja de la nado en cardumen a favor de la
columna de agua (Handeland et al. corriente (Handeland et al. 1996)
1996) Mayor presencia en la superficie
Méxima deduccién -20 p (Garay 2015)
Cumple
Coloracién Coloracion verdosa amarillenta, Color azul/negro en el dorso,
presentan manchas oscurecidas tonalidad plateada en los costados y
verticales en los costados (manchas vientre blanco (Folmar and
parr), (Handeland et al. 1996) Dickhoff 1980)
-20p Reflexion de la luz sobre las
guaninas en piel, aumento de
catabolismo proteico inducido por
la hormona tiroidea (TSH)
Medicion de guanina y piel en suero
(Haner et al. 1995)
Cumple
Aletas Aleta pectoral y aleta caudal son Aletas pectorales y caudales claras
anaranjadas o amarillentas (Orrego en la base y bordes méas obscuros
2015) (migracion de melanéforos, que
-20p contienen granulos de melanina
(Mizuno et al. 2004)
Cumple
Escamas y Parr sano: escamas firmes y Facil perdida de escamas (Garay
mucosa abundante mucosa (Orrego 2015) 2015), perdida de mucosa (Orrego
-20P 2015)
Cumple
Factor de Cuerpo redondeado y acortado Aumento de tasa de crecimiento,
condicion K=12a1l3 pez delgado y alargado, se acelera
K=(peso (Orrego 2015) su factor de condicion
g/longitud -20P K=0.9 a 1.0 (Orrego 2015)
cm)”3*100 Cumple

(McCormick et

al. 1999)
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Cuadro 1: Valores morfométricos de eritrocitos para la conformacion del modelo de
clasificacion celular.

AC

PC

LC

SFC

SN

PN

LN

SFN

Madura

En
maduracién
Inmadura
Total
Madura

En
maduracion
Inmadura
Total
Madura

En
maduracion
Inmadura
Total
Madura

En
maduracion
Inmadura
Total
Madura

En
maduracion
Inmadura
Total
Madura

En
maduracion
Inmadura
Total
Madura

En
maduracion
Inmadura
Total
Madura

En
maduracion
Inmadura

Total

N

40
40

40
120
40
40

40
120
40
40

40
120
40
40

40
120
40
40

40
120
40
40

40
120
40
40

40
120
40
40

40
120

Media

58,61
49,40

49,70
52,57
28,58
25,19

25,00
26,26
11,24
8,94

8,32
9,50
0,90
0,98

1,00
0,96
10,94
13,71

15,43
13,36
12,44
13,26

13,92
13,21
4,96
4,71

4,63
4,77
0,89
0,98

1,00
0,95

Desv.
estandar
6,12

3,65

574
6,77
1,45
0,92

1,44
2,09
0,76
0,42

0,55
1,39
0,04
0,01

0,00
0,05
1,36
1,21

2,16
2,46
0,69
0,60

0,95
0,97
0,30
0,26

0,30
0,32
0,04
0,01

0,00
0,05

Error
tipico
0,97
0,58

091
0,62
0,23
0,14

0,23
0,19
0,12
0,07

0,09
0,13
0,01
0,00

0,00
0,00
0,22
0,19

0,34
0,22
0,11
0,09

0,15
0,09
0,05
0,04

0,05
0,03
0,01
0,00

0,00
0,00

Limite
inferior
56,66

48,23

47,86
51,35
28,12
24,90

24,54
25,88
11,00
8,81

8,14
9,25
0,89
0,97

0,99
0,95
10,50
13,32

14,74
12,91
12,21
13,07

13,62
13,03
4,86
4,63

4,53
4,71
0,87
0,97

0,99
0,94

Limite
superior
60,57

50,56

51,53
53,79
29,05
25,48

25,46
26,64
11,48
9,07

8,49
9,75
0,91
0,98

1,00
0,97
11,37
14,09

16,11
13,80
12,66
13,46

14,22
13,38
5,05
4,79

4,73
4,82
0,90
0,98

1,00
0,96

minimo

47,76
40,09

40,04
40,04
26,05
22,87

22,43
22,43
10,00
8,03

7,24
7,24
0,78
0,95

0,98
0,78
8,57
10,07

12,18
8,57

11,38
11,36

12,39
11,36
4,43
4,01

3,97
3,97
0,78
0,94

0,98
0,78

Méaximo

70,51
57,79

62,46
70,51
31,42
27,17

28,11
31,42
13,18
9,65

9,70
13,18
0,97
1,00

1,00
1,00
14,28
16,15

21,13
21,13
14,17
14,54

16,33
16,33
5,67
5,36

5,47
5,67
0,95
0,99

1,00
1,00
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Apéndice Il

Figura 1: Probabilidad de seleccidn eritrocitaria.
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