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RESUMEN 

El conocimiento, prevención y tratamiento de las patologías existentes es 
posiblemente el factor más limitante en la actualidad para el engorde del lenguado 
(Solea senegalensis, Kaup 1858). Los actuales sistemas de producción intensiva 
suponen un estrés para los ejemplares en cultivo, ocasionando una menor eficiencia 
digestiva, una mayor susceptibilidad frente a patógenos potenciales y pérdidas 
económicas para la industria. Puesto que la producción en acuicultura depende, en 
buena medida, del “status” fisiológico de los peces, se hace preciso el empleo de 
piensos comerciales específicos y adecuados protocolos de cultivo que favorezcan el 
bienestar animal. La utilización de probióticos a nivel comercial en dieta es ya una 
herramienta eficaz para la mejora del metabolismo, reducción de deformidades y 
prevención de patologías en acuicultura. Por el momento no son bien conocidos sus 
mecanismos de actuación, pero crece el número de investigaciones que aconsejan su 
incorporación a dietas para acuicultura. El objetivo de este trabajo es estudiar la 
influencia de la adición en dieta de dos cepas (Pdp11 y Pdp13), seleccionadas por sus 
características “in vitro”, como probióticos potenciales, en el engorde de S. 
senegalensis. 

La adición de los probióticos Pdp11 y Pdp13 en dieta produjo una modulación de 
la microbiota intestinal de los juveniles de S. senegalensis, no necesariamente asociada 
a la colonización de las cepas en el intestino. Este efecto es más intenso en los 
ejemplares alimentados con Pdp13, que sin embargo presentaron una menor riqueza 
específica. Así mismo la modulación es mayor cuando Pdp11 se administra liofilizado 
en lugar de fresco. La incorporación de ambas cepas en la dieta protegió a los 
especímenes frente a Photobacterium damselae subsp. piscicida, patógeno de gran 
virulencia para esta especie. El porcentaje de supervivencia relativa promovido por los 
probióticos disminuyó en relación inversa a la calidad del pienso utilizado, 
manifestándose ya a los 15 días del inicio de la administración probiótica  Sin embargo, 
la adición del probiótico no pareció afectar especialmente a la respuesta inmunitaria 
estudiada, detectándose únicamente un aumento significativo de los niveles de actividad 
antiproteasa en los ejemplares alimentados con Pdp13 fresca.  

A pesar de que las cepas probióticas Pdp11 y Pdp13 están muy próximas 
taxonómicamente, presentan diferencias en sus actividades metabólicas, en el nivel de 
lípidos totales y perfil de ácidos grasos, así como en las actividades de inhibición “in 
vitro” de los patógenos P. damselae subsp. piscicida y Vibrio harveyi.  Además Pdp11 y 
Pdp13 promovieron diferencias en el crecimiento, la composición corporal, la histología 
de digestivo e hígado, la modulación de la microbiota digestiva y la respuesta 
inmunitaria en juveniles de S. senegalensis en el engorde. Estos resultados sirvieron 
para preseleccionar a Pdp11 para una futura utilización industrial. 

La implementación de Pdp11 en una dieta comercial de alto contenido lipídico 
promovió una mejor condición del digestivo e hígado en ejemplares de S. senegalensis 
en engorde. Asimismo su adición mejoró los niveles de metabolitos en el plasma, 
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hígado y músculo de los peces, siendo mayor la intensidad cuando Pdp11 fue 
administrado en fresco. Destaca el mayor nivel de glucógeno detectado en el hígado de 
los ejemplares, relacionado con una mayor reserva energética, lo que mejoraría la 
respuesta frente a un posible estrés. 

El hecho de que el probiótico liofilizado, a pesar de su casi nula viabilidad, tenga 
un efecto sobre el pez, denota que éste no necesariamente se corresponde con un 
proceso de colonización del intestino o una interacción como microorganismo vivo y 
activo. Parece más bien condicionado por la existencia de enzimas, nutrientes que 
complementan la dieta del pez, sustancias inmunoestimulantes que actual localmente o 
bien la presencia de sustancias antimicrobianas.  

Se necesitan futuros trabajos para comprender el mecanismo de relación entre 
Pdp11 y su huésped, lo que ayudará a determinar los factores específicos relacionados 
con las mejoras observadas. 
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INTRODUCCIÓN 

1. Situación actual de la acuicultura
1.1. La acuicultura como alternativa 

Los recursos marinos son vitales dada la creciente demanda mundial de proteína 
animal, derivada del aumento demográfico (8 mil millones de seres humanos para 2030) 
y de los hábitos dietéticos actuales, que relacionan la salud y el consumo de pescado 
(FAO, 2002; 2003). El pescado es considerado un alimento fundamental en la dieta, ya 
que aporta proteínas de fácil digestión, ácidos grasos esenciales de la serie n-3 e 
importantes minerales y vitaminas, sobre todo A y D (Norum, 2004). Su consumo 
ayuda a un adecuado  balance de ácidos grasos poliinsaturados n-3/n-6, relacionado con 
la expresión génica, previniendo de modo natural algunas de las actuales enfermedades 
crónicas o degenerativas (Simopoulos, 2006).  
 

 
Figura 1. Evolución de la obtención de peces a nivel mundial entre 1950 y 2008, 
detallando la contribución de la pesca extractiva y de la acuicultura. (FAO 2010) 

 

Es importante señalar que las cifras actuales del mercado mundial de pesca, tanto 
de especies capturadas como de crianza, son las mayores jamás registradas en la 
historia.  Del total de la producción mundial en el año 2006, el 77% se utilizó para el 
consumo humano (Tabla 1), empleándose el resto para la fabricación de distintos 
productos, sobre todo harina y aceite de pescado (FAO, 2008). Sin embargo, es bien 
conocida la sobreexplotación de los caladeros y el estancamiento de las pescas 
extractivas que existe desde los años 80 como se puede observar en la Figura 1.  
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Esta situación se está haciendo cada vez más grave ya que, según la última 
valorización de la Agencia Global sobre stocks pesqueros (FAO, 2007a), de los casi 600 
grupos de especies que se controlan y comercializan, sólo el 23 % son moderadamente 
explotados o están por debajo del nivel de explotación.  

 

Tabla 1.Capturas pesqueras y producción en acuicultura mundial (en millones de toneladas) 
(FAO, 2008). 

  2002 2003 2004 2005 2006 

Pr
od

uc
ci

ón

CONTINENTAL      
Captura 8,7 9,0 8,9 9,7 10,1 
Acuicultura 24,0 25,5 27,8 26,9 31,6 
Total continental 32,7 34,4 36,7 39,3 41,7 
MARINA      
Captura 84,5 81,5 85,7 84,5 81,9 
Acuicultura 16,4 17,2 18,1 18,9 20,1 
Total marina 100,9 98,7 103,8 103,4 102,0 

TOTAL CAPTURA 93,2 90,5 94,6 94,2 92,0 
TOTAL ACUICULTURA 40,4 42,7 45,9 48,5 51,7 
TOTAL PESCA MUNDIAL 133,6 133,2 140,5 142,7 143,6 

U
til

iz
ac

ió
n Consumo humano 100,7 103,4 104,5 107,1 110,4 

Usos no alimentarios 32,9 29,8 36,0 35,6 33,3 
Población (miles de millones) 6,3 6,4 6,4 6,5 6,6 
Suministro per cápita de pescado 
para consumo humano (kg) 16,0 16,3 16,2 16,4 16,7 

 
La acuicultura ha sido considerada una actividad de interés por la FAO desde  

1992 y se define como el cultivo de organismos acuáticos, incluyendo peces, moluscos, 
crustáceos y plantas, que implica la intervención del hombre para mejorar la 
producción, así como la propiedad de lo que se está cultivando. En la figura 2 se 
muestra la producción acuícola mundial con los grupos cultivados más significativos 
(APROMAR, 2010). 

 

 
Figura 2. Producción de acuicultura mundial por volumen de los grupos más 
significativos (FAO, 2008). 
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Si bien en 1970 la producción derivada de la acuicultura alcanzaba sólo un 4% de 
la total acuícola mundial, el crecimiento experimentado en los últimos años la sitúa en 
un 48,1% del total en 2007 (FAO, 2010). Al auge de esta actividad ha contribuido el 
avance en las tecnologías de producción acuícola tales como el control sobre la 
reproducción de las especies, el mejor conocimiento de su biología y el desarrollo de 
dietas específicas. Actualmente está considerada como uno de los sectores productores 
de alimento con mayor potencial de crecimiento (8,9% anual) y va a desempeñar un 
papel esencial para el futuro de la alimentación humana.  

El potencial de la acuicultura para la mejora del nivel de vida y el incremento de 
la seguridad alimentaria, tanto en países desarrollados como en vías de desarrollo, ha 
sido reconocido en la Declaración y Estrategia de Bangkok (FAO, 2001). Así mismo se 
evidenció que un 50% del pescado consumido en todo el mundo era ya de crianza 
dentro del encuentro organizado en 2006 por el Subcomité del COFI (Comité de Pesca 
de la FAO) para evaluar el estado de la acuicultura en el mundo celebrado en Delhi  
(India). Todos los factores anteriormente mencionados hacen de la acuicultura una 
alternativa importante como respuesta a la demanda mundial de alimento y desarrollo 
(FAO, 2009). 

 

1.2. La acuicultura europea 
La acuicultura europea se caracteriza por el cultivo de especies de alto valor 

añadido mediante sistemas tecnológicamente avanzados. No obstante, sigue existiendo 
un fuerte componente de la acuicultura más tradicional, como ocurre en el caso de los 
cultivos de ostra y mejillón en Francia y España.  

La producción de especies piscícolas frente a las capturas pesqueras es 
especialmente destacable en aquellas ampliamente comercializadas, como por ejemplo 
la dorada (Fig. 3) 

 

 
Figura 3. Producción de dorada de acuicultura y capturas pesqueras desde 1970 a 
2008 (FAO 2010). 
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Los costes de la producción piscícola marina están ajustados: más del 40% son 
para la alimentación de los ejemplares, el 20% para la obtención de juveniles, 13% para 
pagar los salarios de los operarios, un 3% para el mantenimiento de las instalaciones, 
7% para depreciación, etc. Además según el Informe de Acuicultura Mediterránea 
(FAO, 2010), no hay una gran diferencia entre los costes fijos de producción de los 
ejemplares cultivados en jaulas en el mar ó en cultivo intensivo en tierra. El incremento 
de la competitividad en la acuicultura de peces marinos en el área Mediterránea (60% 
más de juveniles entre 2003 y 2007) y la consecuente bajada de precios en el producto 
final han contribuido a la crisis del sector, agudizada desde 2009 por la crisis económica 
global. 

A menudo el incremento en la producción viene acompañado de una bajada de 
precios en el mercado (Fig. 4) Sin embargo, las piscifactorías han continuado 
mejorando sus instalaciones y estableciendo protocolos de cultivo eficaces que aseguren 
un nivel de producción y calidad adecuados. 

 

 
Figura 4. Evolución de la producción y precio de la dorada. Informe Acuicultura 
Mediterránea (FAO, 2010). 

 
La FAO en su informe de 2002 señaló los principales factores que iban a limitar 

en el futuro el desarrollo de la acuicultura: la falta de inversión de capital de los 
productores, la escasez de espacio disponible, el elevado coste energético del 
combustible, el impacto medioambiental y el cuestionamiento del suministro futuro de 
harinas y aceites de pescado. Estas cuestiones siguen vigentes en la actualidad, aún 
habiéndose desarrollado estrategias a nivel mundial para su implementación en ésta 
última década. En concreto, la sustitución de las harinas de pescado por harinas de 
origen vegetal tales como la soja, el maíz, el guisante, las algas, continúa siendo una de 
las áreas prioritarias de  investigación actuales. Asimismo, en algunas especies de peces 
es preciso aún optimizar diferentes fases de su cultivo: calidad de gametos, 
supervivencia larvaria, crecimiento de juveniles, susceptibilidad a enfermedades y 
calidad de la producción final. 

La Comisión Europea viene impulsando en los últimos años investigaciones y 
tecnologías en infraestructuras y alimentos que contribuyan a  aumentar la eficiencia de 
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la producción, reducir los costes económicos, minimizar los conflictos sociales con 
otros usos del medio, reducir los impactos medioambientales y mejorar el bienestar 
animal. Para conseguir estos objetivos de una forma coordinada entre sus países 
miembros se creó la Plataforma Europea de Innovación y Tecnología en Acuicultura 
(EATIP) en 2007. 

Recientemente en la acuicultura europea fruto de estos nuevos objetivos ha 
tomado importancia la producción ecológica u orgánica, alcanzando el 0,1% de la 
producción marina totalen el año 2007. Las estimaciones de la FAO en la Conferencia 
de Acuicultura Orgánica celebrada en Vietnam (2004) indicaron que se conseguirían 
70.000 Ton de producción de acuicultura ecológica en 2010 y más de un millón de 
toneladas en 2030 (FAO, 2004). Sin embargo estas predicciones resultaron ser 
conservadoras, registrándose  una producción de 60.000 Ton  ya en 2007.  

1.3. La acuicultura en España 
España cuenta con más de 7.000 kilómetros de costa, lo que nos convierte en un 

país marítimo en nuestra economía e ictiófago en nuestra dieta. Somos también una 
potencia pesquera significativa, con una flota que representa el 20% de todos los barcos 
censados en la Unión Europea. Nuestro mercado pesquero es el tercero a nivel mundial, 
sólo detrás de Estados Unidos y Japón. Los últimos datos de consumo alimentario en 
España, procedentes del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación (Mercasa, 
2010), indican que el consumo de productos pesqueros asciende a 37,5 Kg/hab/año. La 
tendencia al alza del mismo conlleva un incremento de las importaciones, que hoy 
representan un 30% del volumen total, y una diversificación y aumento en la 
producción de las especies de crianza. 

Hasta la década de los ochenta la producción acuícola española se concentraba en 
unas pocas especies repartidas en pequeñas empresas tradicionales de economía 
familiar, siendo tres los cultivos más característicos: mejillón en las rías gallegas, trucha 
arcoiris y acuicultura en los esteros gaditanos. A partir de entonces se inició el 
desarrollo de una piscicultura marina moderna, impulsada por una política de 
subvenciones de la UE. Durante los últimos veinte años, son ya más de treinta las 
especies de peces objetivo de estudio para su cultivo en el mediterráneo. En éste tiempo 
una fuerte evolución industrial en acuicultura, ha situado a nuestro país en el puesto 15 
del ranking mundial de la producción acuícola, contribuyendo con un 25% a la 
producción europea y un 3% a la producción mundial. En la actualidad, existe una 
apuesta empresarial en nuestro país de optimizar la producción acuícola para conseguir 
un producto final de trazabilidad, adecuado para el consumo humano, y con un valor 
añadido de calidad que le diferencie del resto (De Blas Carbonero, 2005). 

Entre las especies de peces de cultivo marino pioneras en España y ampliamente 
comercializadas en los últimos años, se encuentran la dorada (Sparus aurata) y la lubina 
(Dicentrarchus labrax) en el Mediterráneo y el rodaballo (Pseta maxima) en el 
Atlántico. La producción de algunas de estas especies se muestra en la Tabla 2. 
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Tabla 2. Producción de acuicultura (toneladas) en España. Informe Acuicultura 
Mediterránea (FAO, 2010). 

Año Lubina Dorada Total 
2003 4529 12442 16971 
2004 4700 13034 17734 
2005 5492 15577 21069 
2005 8930 20220 29150 
2007 10480 22320 32800 

 
Sin embargo el estancamiento observado en la producción de peces marinos en 

Europa en los últimos años se ha visto reflejado también en nuestro país (Fig. 5).  
 

 
Figura 5. Acuicultura marina de peces en España. Informe Acuicultura 
Mediterránea (FAO,2010) . 

 
La saturación alcanzada en el mercado en dicha producción ha traído consigo la 

diversificación de especies acuícolas con el inicio del cultivo del besugo (Pagellus 
bogaraveo), el pargo (Pagrus pagrus), el abadejo (Pollachius pollachius), la corvina 
(Argyrosomus regius), el atún  (Thunnus thynus) y el lenguado senegalés (Solea
senegalensis). Esta especie ha sido tradicionalmente cultivada en esteros del sur de 
España y Portugal. Existen varios estudios relacionados con su acuicultura en el litoral 
gaditano y en estuarios portugueses de hace ya más de veinte años (Drake, et al., 1984; 
Rodríguez, 1984; Dinis, 1986; Arias y Drake, 1990) que ayudaron a comprender mejor 
la biología del lenguado senegalés. El interés empresarial de entonces, centrado en la 
comercialización de las especies clásicas, junto con datos de bajo crecimiento para el 
lenguado común (Solea solea), retrasaron sin embargo el desarrollo del cultivo de ésta 
especie.  

El lenguado senegalés es una especie apreciada en nuestro mercado, muy buena 
para la salud, dado su valor calórico moderado y su interesante aporte de ácidos grasos 
de la serie n-3. El lenguado de cultivo, de reciente presencia en el mercado, tiene buenas 
perspectivas (APROMAR, 2010), pues mantiene los niveles de ácidos grasos 



Introducción 

23 

poliinsaturados (PUFAs) de los ejemplares salvajes al contener un mayor nivel lípidico 
total. Son numerosas las referencias que relacionan el consumo de pescado con el 
control del colesterol, la prevención de enfermedades cardiovasculares (Gebauer et al., 
2006; Psota et al., 2006; Simopoulos, 2006) y neurodegenerativas (Young y Conquer, 
2005; Mazza et al., 2006). Además esta especie ha estado frecuentemente asociada en 
nuestro país a dietas para la infancia ó recomendada en procesos de convalecencia. 

2. El cultivo del lenguado senegalés
2.1. Características del lenguado senegalés 

El lenguado senegalés (S. senegalensis, Kaup 1858) es un teleósteo marino 
perteneciente al Orden de los Pleuronectiformes y a la familia de los Soleidae, que está 
compuesta de 22 géneros y 90 especies (Nelson, 2006) (Fig. 6). Desde la primera 
descripción de Chabanaud (1927), ha sido citada su presencia desde Senegal a Bretaña, 
observándose también en el Mediterráneo Occidental hasta las costas de Túnez 
(Rodríguez, 1984). El lenguado senegalés es un pez plano, de cuerpo ovoide y 
asimétrico, con los ojos situados en la zona dorsal. Presenta además la aleta pectoral 
derecha redondeada y subsimétrica, con la membrana interradial negra, rasgo éste que le 
diferencia del lenguado común (S. solea) (que sólo tiene una mancha negra en dicha 
aleta). Los últimos radios de las aletas dorsal y anal están unidos al pedúnculo caudal 
mediante una membrana, por lo que la aleta dorsal se inicia por delante del ojo. En 
todos los ejemplares de esta especie se detectan unas manchas marrón oscuro de 
mediano tamaño, dispuestas a lo largo de la línea media del cuerpo. La boca es pequeña, 
con forma semicircular y llega a alcanzar el borde del ojo derecho. El ejemplar adulto 
medio en condiciones naturales puede alcanzar una longitud entre 24 y 50cm y un peso 
entre 200g y 2Kg.  

 

 
Figura 6. S. senegalensis en engorde. 
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El lenguado senegalés es una especie de hábitos bentónicos, que vive a 
profundidades no mayores de 100m, en fondos cubiertos de arena ó lodo, dejando al 
descubierto sólo los ojos. Emplea su olfato para seleccionar el alimento, compuesto 
preferentemente por poliquetos, anfípodos, copépodos e isópodos (Drake y Arias, 1989) 
y en menor porcentaje moluscos bivalvos y pequeños crustáceos (Abellán y Basurco, 
1999; Cabral, 2000; Vieira et al., 2003). 

El lenguado senegalés alcanza la madurez sexual con 30-32 cm, presentando el 
desove tanto en primavera como en otoño (Rodríguez, 1984; Dinis et al., 1999), siendo 
mayor la cuantía y la calidad de la puesta en primavera. Un parámetro desencadenante 
de dicho desove es la fluctuación térmica natural de primavera (15-22º C), y de otoño 
(22-15º C). Anguis y Cañavate (2005) observaron una clara correlación positiva entre 
las fluctuaciones periódicas de la temperatura del agua y la fecundidad relativa del 
lenguado senegalés mantenido en cautividad. Esta característica ha sido utilizada como 
estrategia para la inducción de la puesta en instalaciones acuícolas con capacidad 
técnica para regular cambios en la temperatura del agua.  

La composición corporal del músculo en el lenguado senegalés adulto salvaje es 
de alrededor de un 73% en proteínas y de un 3-5% en lípidos totales, mientras que la 
respectiva de los ejemplares cultivados es de un 70-85% en proteínas y de un 5-12% en 
lípidos totales. (Hernández y García-García, 2004). Los niveles de ácidos grasos 
poliinsaturados (PUFAs) y saturados (SAFAs) son mayores en los ejemplares salvajes 
que en los cultivados (59,29%-35,16- vs 48,68%-28,30%  respectivamente), siendo por 
el contrario, los valores de monoinsaturados (MUFAs) menores (12,42% vs 26,18%). 
Los contenidos en ácidos grasos de la serie n-3 son similares, pero los de la serie n-6 
son superiores en los lenguados salvajes (26,70% vs 14,78%). Los niveles de lípidos y 
el perfil de ácidos grasos que presenta un determinado ejemplar de lenguado cultivado 
vendrá determinado fundamentalmente por el nivel lipídico de la dieta, que a su vez 
dependerá de las materias primas empleadas (Sargent et al., 1999a; Borges et al., 2009; 
Rodiles et al., 2009a; Rodiles et al., 2009b).  

2.2. Antecedentes del cultivo de lenguado senegalés
El aumento de las investigaciones sobre el cultivo de esta especie presenta un 

paralelismo con el realizado sobre cultivos de peces en general, desde las 2-3 
publicaciones anuales aportadas a mediados de los años 90, hasta las 20-25 en la 
actualidad (Fig. 7). 

En España, el Centro de Investigación y Formación Pesquera y Acuícola (IFAPA) 
El Toruño (Cádiz), viene trabajando desde 1992 en la reproducción en cautividad del 
lenguado senegalés, obteniendo puestas que han permitido la investigación en diferentes 
centros y el inicio del cultivo en varias empresas de nuestro país. El desove en este 
centro, se produce de forma regular y natural en tanques sin sustrato arenoso, a partir de 
ejemplares salvajes cultivados en cautividad con agua natural de los caños de la bahía 
de Cádiz. Los reproductores se encuentran estabulados a densidades en torno a 1 
ejemplar/m2 y con proporciones de sexo (hembras:machos) de 1:1 a 1:2. En estas 
condiciones se han llegado a registrar puestas naturales en primavera y otoño, con una 
fecundidad media de alrededor de 28.000 huevos por puesta y kilo de ejemplar hembra, 
lo que supone hasta  millón y medio de  huevos al año por kilo de  ejemplar  hembra 
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Figura 7. Evolución de publicaciones relacionadas con acuicultura de peces y de lenguado. 

 
hembra. (Anguis y Cañavate, 2005). La correlación observada por estos autores entre 
las fluctuaciones periódicas de la temperatura del agua y la fecundidad relativa del 
lenguado senegalés han permitido transferir esta tecnología a otras instalaciones en 
diferentes partes de España. Sin embargo, en la actualidad la reproducción de los 
ejemplares nacidos en cautividad (generación F1) no está resuelta a nivel industrial. Por 
ello, la producción de huevos y alevines continúa condicionada a la captura periódica de 
ejemplares salvajes, para el mantenimiento adecuado del stock reproductor en cada 
instalación. 

 

 
Figura 8. Postlarvas de S. senegalensis. 

El cultivo larvario y la obtención de alevines en el lenguado senegalés es un 
proceso ya consolidado, sin grandes dificultades en la actualidad. Los actuales datos de 
producción indican que a pesar de que esta especie muestra una gran flexibilidad y 
aceptación de dietas comerciales no específicas, con buen crecimiento (Cañavate et al., 
2006), es necesaria una mejora de la alimentación en estas etapas y un cultivo acorde a 
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los requerimientos del lenguado, para la obtención de niveles de pigmentación 
adecuados y bajas tasas de malformaciones esqueléticas en los juveniles (Gavaia et al., 
2002; Estévez, 2004; Gisbert et al., 2008).  

Los estados premetamórficos del lenguado se caracterizan por presentar elevadas 
tasas de crecimiento y una gran resistencia, produciéndose la metamorfosis hacia los 20-
21 días de edad (Fernández-Díaz et al., 2001). Tras la apertura de la boca, las larvas son 
alimentadas con rotíferos (Brachionus plicalitis) y fitoplancton (Nanochloropsis
gaditana e Isochrysis galbana) durante seis días, procediéndose a continuación a una 
coalimentación con Artemia salina y microencapsulado hasta día 40-60, momento en el 
que se inicia el destete (Cañavate y Fernández-Díaz, 1999). Esta es una de las etapas 
críticas del cultivo del lenguado senegalés y la utilización a finales de los 90 de 
hidrolizados de harina de pescado (Day et al., 1999) y microencapsulados con 
formulaciones específicas para esta especie (Aragao et al., 2003b; Engrola et al., 2005; 
Sáenz de Rodrigáñez et al., 2005) han permitido producir alevines de 1-1.5g de peso a 
día 90-100 de cultivo (Cañavate, 2005) y alcanzar ya recientemente tasas de 
supervivencia de un 90% (comm.pers. O. Chereguini y C. Lobo; IEO Santander). 

En cuanto a la producción de juveniles, son varios los factores que aún se 
necesitan optimizar tasas, frecuencias y horarios de alimentación, que contribuyan a 
modular la alta dispersión de tamaño, densidades de cultivo que aseguren el bienestar 
animal, dietas que reduzcan la susceptibilidad a enfermedades, etc.  

En nuestro país son numerosos los estudios que han contribuido a un mayor 
conocimiento de la biología del lenguado senegalés para lograr el cultivo intensivo 
(Sarasquete et al., 1998; Cañavate y Fernández-Díaz, 1999; Ribeiro et al., 1999; Yúfera
et al., 1999; Fernández-Díaz et al., 2001; Cara et al., 2003; Boluda-Navarro et al., 2004; 
Boluda-Navarro et al., 2005; Rodríguez et al., 2005; Villalta et al., 2005; Guzmán et al., 
2008). Asimismo  han sido  numerosas las  investigaciones  llevadas a  
 

 
Figura 9. Alevín de S. senegalensis en preengorde 
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cabo en Portugal con el mismo objetivo (Dinis, 1992; Dinis et al., 1999; Gavaia et al., 
2002; Imsland et al., 2003; Conceiçao et al., 2007; Engrola et al., 2009). Las empresas 
también han estado trabajando en la producción de dietas específicas para lenguado con 
diferentes porcentajes y fuentes lipídicas y en el desarrollo de nuevas tecnologías para 
contrarrestar la acción de los factores antinutricionales procedentes de las harinas 
vegetales incorporadas (Watanabe, 2002; Aragao et al., 2003a). Todo este esfuerzo ha 
generado la expansión de la producción del lenguado senegalés, desde 50 Ton de 
juveniles en 2004 hasta 600 Ton en 2009, de las que 110 alcanzaron el tamaño 
comercial. 

En cuanto a la etapa de engorde, la talla comercial se alcanza alrededor de los 14 
meses, en las condiciones habituales de cultivo intensivo de alta densidad (100% de 
ocupación del fondo, 20 Kg/m2). Dicho cultivo se realiza tanto en circuito abierto como 
cerrado y a temperatura natural ó controlada (20ºC). Las condiciones del medio de los 
ejemplares que crecen en circuito cerrado a temperatura controlada son más 
homogéneas y permiten un rendimiento mayor, si bien suponen un mayor coste 
económico. Sin embargo, existe un factor limitante en esta etapa del cultivo del 
lenguado senegalés como es el de la incidencia de patologías (Padrós et al., 2003; 
Toranzo et al., 2003). Entre los patógenos que afectan a esta especie, se encuentran 
Photobacterium damselae subsp. piscicida (Zorrilla et al., 1999; Romalde, 2002; Arijo
et al., 2005a), Vibrio harveyi (Zorrilla et al., 2003; Arijo et al., 2005a) y algunas 
especies de Tenacibaculum sp. (Avendaño-Herrera et al., 2005; Piñeiro-Vidal et al., 
2007; Piñeiro-Vidal et al., 2008a; Piñeiro-Vidal et al., 2008b). También han sido 
descritos Birnavirus (Rodríguez et al., 1997) y Lymphocistis sp. (Alonso et al., 2005). 
La mayoría de las enfermedades detectadas son oportunistas y afectan también a otras 
especies cultivadas. La aparición de estas patologías se ve favorecida por la aparición de 
acusadas situaciones de estrés como son temperaturas superiores a 22ºC ó bruscas 
oscilaciones de la misma, cambios en la calidad del agua, descuidos en la higiene de los 
tanques, circulante, manejo ó transporte de ejemplares inadecuados. 

Para lograr un mayor rendimiento en la etapa de engorde se precisa de una mayor 
investigación, tanto en la selección genética de posibles reproductores resistentes a 
dichas patologías, como en la nutrición y el desarrollo de las defensas naturales de los 
ejemplares en cultivo.  

De todo lo expuesto con anterioridad se puede decir que el desarrollo integral del 
cultivo intensivo del lenguado senegalés a escala industrial en nuestro país, se encuentra 
comprometido por la incompleta puesta a punto de las técnicas reproductivas que 
aseguren un suministro constante de alevines de buena calidad y por la posible aparición 
de graves patologías durante todo el cultivo. En el IV Workshop de lenguado, celebrado 
en 2008 en Faro (Portugal) se evidenció el cierre de algunas empresas en el área 
mediterránea por incidencias severas de pasteurelosis, causada por P. damselae subsp 
piscicida. Esta situación ha motivado en los últimos años un desplazamiento de los 
productores hacia la costa Atlántica de España y Portugal en dónde la temperatura del 
agua no es tan alta. 

Además, los estudios económicos realizados no han considerado rentable su 
cultivo hasta el momento, dado que los costes de producción están entre 8-9 euros/ Kg, 
sin contar los derivados de la gestión y venta. Se ha calculado que para que una empresa 
obtenga beneficios con el cultivo del lenguado precisa producir 100 toneladas anuales. 
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Para ello necesita grandes extensiones de terreno ó el desarrollo de nuevas tecnologías 
que permitan cultivar en condiciones de bienestar animal.  

2.3. Avances en la investigación del lenguado senegalés 
Para tratar de resolver los diferentes problemas surgidos en las distintas etapas  

del cultivo intensivo del lenguado senegalés y lograr su producción a nivel industrial, se 
han planteado desde 2002 tres Planes Nacionales de Investigación (PN), que han 
marcado un punto de inflexión en el cultivo de esta especie. Dichos Planes agrupan 
intereses públicos y privados de seis comunidades autónomas y cuentan con la 
financiación de la Junta Asesora de Cultivos Marinos (JACUMAR).  

Las investigaciones realizadas durante el primer periodo (2002-2004) demostraron 
la viabilidad técnica y económica del cultivo intensivo del lenguado senegalés en 
diferentes áreas de nuestro país (Anguis y Cañavate, 2005; Peleteiro et al., 2005) y 
también permitieron avances significativos en el conocimiento, tanto de los procesos 
hormonales implicados en su reproducción, como de las características de sus gametos 
masculinos, no consiguiéndose sin embargo la reproducción de la generación F1. 
Durante este primer PN se mejoraron los protocolos de cultivo larvario (Chereguini y 
Díez, 2003; Chereguini et al., 2005a; Chereguini et al., 2005b; Cañavate et al., 2006) y 
destete preexistentes, mediante la selección de las dietas más adecuadas, 
establecimiento de los ritmos diarios de alimentación y la determinación de los 
requerimientos de lípidos, (Estévez, 2004; Villalta, 2007) cuyos resultados demostraron 
la viabilidad de la producción de alevines en cautividad (Olmedo et al., 2003; Cañavate, 
2005). Así mismo en este PN se realizaron estudios de crecimiento en la etapa de 
engorde en los diferentes centros de investigación de nuestro país, en los que se observó 
como la talla comercial para el lenguado (350 g) se alcanza en 14 meses a pesar de que 
la continua aparición de patologías dificultaba la reproducibilidad de los resultados 
(Olmedo et al., 2003; García de la Banda et al., 2005; Martín et al., 2007; Olmedo et 
al., 2007). Esta situación junto con la ausencia de reproducción en la generación F1 se 
establecieron como áreas prioritarias a investigar en el futuro. Todos los datos obtenidos 
se presentaron en el Informe Jacumar 2002-2004 

Las investigaciones realizadas durante el segundo periodo (2006-2008) 
estuvieron centradas en resolver los principales factores que estaban limitando el cultivo 
intensivo del lenguado senegalés a escala industrial. En el área de la reproducción se 
trabajó en el efecto del uso de distintas dietas (natural y pienso) sobre el éxito 
reproductivo de los ejemplares en cautividad (Chereguini, 2006; Chereguini et al., 
2006; Anguis et al., 2007a; Anguis et al., 2007b; Cal et al., 2007). Asimismo en los 
estudios realizados con la generación F1 se estableció que el factor que estaba limitando 
su reproducción era la existencia de una disfunción en los mecanismos de comunicación 
sexual durante el cortejo (Rasines et al., 2007; Duncan et al., 2008; Guzmán et al., 
2008; Mañanós et al., 2008; Carazo et al., 2009) causada probablemente por una 
alimentación deficitaria en las primeras etapas de vida. En el área sanitaria se valoró la 
aplicación de probióticos y  su influencia en todas las etapas de cultivo (García de la 
Banda et al., 2006; García de la Banda et al., 2007a; García de la Banda et al., 2007b; 
García de la Banda et al., 2007c; García de la Banda et al., 2008; Martínez-Manzanares
et al., 2008; García de la Banda et al., 2009c; Tapia-Paniagua et al., 2009a; Tapia-
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Paniagua et al., 2009b). y se caracterizaron las estirpes bacterianas procedentes de 
juveniles en cultivo de las diferentes áreas geográficas de nuestro país (Roque et al., 
2008). También se investigó sobre la influencia de la heterogeneidad del tamaño de los 
ejemplares sobre el crecimiento poblacional y se determinaron en juveniles de lenguado 
diferentes biomarcadores de estrés oxidativo (Manchado et al., 2007; Manchado et al., 
2008). Otro de los estudios que se realizó fue la comparación entre diferentes 
densidades de cultivo y sus efectos sobre el estrés y la supresión de la respuesta inmune 
con el fin de compatibilizar la rentabilidad económica con el bienestar animal (Salas-
Leiton et al., 2008; Salas-Leiton et al., 2010a). Los resultados obtenidos en las áreas 
sanitaria y de reproducción unidos a las nuevas tendencias investigativas en acuicultura 
establecieron la necesidad de profundizar en la reproducción de la F1 y optimizar los 
protocolos de empleo de probióticos en las diferentes etapas de cultivo para poder 
realizar su futura transferencia a la industria. Todos los datos obtenidos se presentaron 
en el Informe Jacumar 2006-2008.  

El tercer PN de lenguado (2009-2011), vigente en la actualidad, comprende dos 
áreas de investigación: reproducción y prevención de enfermedades. La primera  
pretende hacer realidad  la reproducción controlada de la F1 en cautividad y la segunda  
determinar las condiciones de cultivo en las que se pueden obtener las mejores respuesta 
inmune y resistencia frente a patógenos. Para conseguir el objetivo planteado en el área 
de reproducción se realizan experiencias con terapias hormonales productoras de las 
mayores tasas de ovulación, espermiación y desove natural en reproductores F1. 
Asímismo se está trabajando en el desarrollo y aplicación al lenguado senegalés de las 
técnicas de reproducción artificial preexistentes. Finalmente se están estudiando los 
distintos parámetros que afectan a la reproducción de la F1, como son la dieta, el 
sistema de cultivo y el tiempo de estabulación sobre la expresión génica de las 
hormonas sexuales (Rasines et al., 2009). En cuanto a los objetivos planteados en el 
área de prevención de enfermedades se están  determinando los niveles óptimos de 
respuesta inmune mediante la identificación y estudio de la ontogenia de los genes 
implicados y su posterior activación por acción de inmunoestimulantes, así como los 
cambios que se producen a nivel inmunológico como consecuencia de las diferentes 
condiciones de cultivo existentes (Salas-Leiton et al., 2010a; Salas-Leiton et al., 
2010b). Y para conseguir las mejores respuesta inmune y de resistencia frente a 
patógenos se está trabajando en la  optimización de los protocolos de empleo de 
probióticos en las diferentes etapas de cultivo (García de la Banda et al., 2009a; García 
de la Banda et al., 2009b; Lobo et al., 2009; García de la Banda et al., 2010; Lobo et al., 
2010; Tapia-Paniagua et al., 2010c). Dichos protocolos podrán ser transferidos en el 
futuro a las empresas de nuestro país. Continuan durante este año 2011 las experiencias 
proyectadas dentro del tercer PN en curso. 

La investigación sobre el lenguado senegalés en nuestro país ha aumentado en los 
últimos años. A los resultados obtenidos en los tres PN de lenguado de la JACUMAR 
hay que añadir los derivados de proyectos de investigación apoyados tanto por fondos 
de la Unión Europea como por fondos del actual Ministerio de Ciencia e Innovación 
Tecnológica u organismos de las Comunidades Autónomas. Prueba de dicho esfuerzo es 
el elevado número de publicaciones y comunicaciones presentadas a congresos en las 
área de la reproducción (Cerdá et al., 2008), control y prevención de enfermedades 
(Roque et al., 2008; Santos, 2008; Zarza y Padrós, 2008; Fuentes-Edfuf et al., 2009; 
García-González et al., 2009; Araújo et al., 2010; Medina et al., 2010; Salas-Leiton et 
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al., 2010a), producción (Arjona et al., 2007; Manchado et al., 2007; Mancera et al., 
2008; Arjona et al., 2009; Manchado et al., 2009; Almansa et al., 2010; Asensio et al., 
2010; Blanco-Vives et al., 2010; Rodríguez et al., 2010) y nutrición (Rodiles et al., 
2007; Rodiles et al., 2008; Rodiles et al., 2009a; Sáenz de Rodrigañez et al., 2009; 
Garcia de la Banda et al., 2010; Peleteiro et al., 2010; Salas-Leiton et al., 2010c). Del 
mismo modo el incremento investigativo en esta especie en Portugal ha generado 
numerosas aportaciones científicas (Cabrita et al., 2008; Costas et al., 2008; Dias et al., 
2008; Gavaia, 2008; Oiestad y Sparboe, 2008; Poussao-Ferreira, 2008; Silva et al., 
2009; Costas et al., 2010; Guerreiro et al., 2010; Valente et al., 2010a; Valente et al., 
2010b). 

Hay que decir que los objetivos planteados tanto en el último PN de lenguado 
(2009-2011), como en el resto de investigaciones sobre esta especie, coinciden 
plenamente con los que se definieron como prioritarios en el IV Workshop internacional 
de lenguado celebrado en Faro (Portugal) en 2008. Y que éste interés creciente por la 
investigación en lenguado lo compartimos con Portugal, ya que teniendo en cuenta la 
aportación de ambos países, se presentaron 39 comunicaciones sobre esta especie en el 
último Congreso Europeo de Acuicultura (Oporto, 2010), lo que supone un porcentaje 
significativo del total expuesto (770). Cabe destacar que más de la mitad de todas las 
comunicaciones de lenguado estuvieron enfocadas a resolver los principales factores 
limitantes de la etapa de engorde en esta especie, como son su nutrición y la aparición 
de patologías. 

 
 

3. Factores limitantes del engorde de lenguado senegalés. 
3.1. Patologías en el lenguado senegalés 

El conocimiento, prevención y tratamiento de las patologías existentes es 
posiblemente el factor limitante más importante en la actualidad para el engorde del 
lenguado senegalés. Tal es su importancia que la no resolución del mismo ha llevado en 
los últimos años al cierre de varias empresas situadas en el área mediterránea de nuestro 
país. 

La mayor parte de las enfermedades detectadas en el cultivo de S.senegalensis son 
de carácter oportunista y afectan también a otras especies cultivadas. Las patologías 
observadas están generalmente asociadas a la inestabilidad ambiental (baja calidad del 
agua, temperaturas superiores a 22ºC ó cambios bruscos en la misma), protocolos de 
manejo e higiene  deficientes, dietas por debajo del óptimo para el desarrollo del 
ejemplar en cultivo intensivo, cohabitación con otras especies susceptibles a la 
enfermedad y medidas terapéuticas deficientes (Zarza y Padrós, 2008). Una 
problemática añadida en el caso del lenguado senegalés es que los síntomas suelen 
aparecer tarde, cuando la enfermedad ya está declarada,  lo que obliga a una 
intervención antibiótica de choque, que debilita aún más a los ejemplares. 

Las tres patologías que en la actualidad más limitan el desarrollo de la etapa de 
engorde  en el cultivo del lenguado senegalés son la pasteurelosis (Zorrilla et al., 1999; 
Romalde, 2002; Arijo et al., 2005a), la flexibacteriosis ó tenacibaculosis (Toranzo et al., 
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2003; Zarza y Padrós, 2008) y la vibriosis (Zorrilla et al., 2003; Arijo et al., 2005a; 
Zarza et al., 2005). 

La pasteurelosis ó pseudotuberculosis es considerada la patología más grave  para 
las piscifactorías de lenguado, ya que puede llegar a causar mortalidades elevadas 
(hasta del 100%) (Ghittino et al., 2003; Howell et al., 2006). Su aparición está asociada 
tanto a la existencia de altas temperaturas como a la cohabitación en la misma 
instalación del lenguado con otras especies susceptibles como son la dorada (S. aurata) 
y la lubina (D. labrax) (Zarza et al., 2005). Afecta sobre todo al área Mediterránea, de 
elevadas temperaturas en época estival. Esta enfermedad está causada por P. damselae 
subsp. piscicida (Kubota et al., 1970) y se denomina así porque en los casos crónicos, 
los peces enfermos presentan gránulos blancos en sus órganos internos. No tiene 
especificidad por el hospedador por lo que puede suponer un riesgo para otras especies 
marinas en las que aún no se ha descrito. Los ejemplares de lenguado afectados 
presentan un cuadro septicémico agudo ó sobreagudo. Externamente no suelen 
presentan lesiones, pero sí una característica pigmentación oscura y la cavidad 
abdominal inflamada. En algunos casos, también se ha detectado exoftalmia 
hemorrágica, pequeñas úlceras en la piel y palidez branquial (Zorrilla et al., 1999). Al 
abrir al ejemplar enfermo, se puede observar la presencia de palidez en hígado y riñón, 
así como gránulos blancos (1-2 mm) en bazo.  

La tenacibaculosis o flexibacteriosis marina es una patología causada 
especialmente por Tennacibaculum maritimum, aunque se han encontrado también otras 
especies causantes pertenecientes al mismo género como son: T.  gallaicum, T. discolor 
y T.  soleae (Avendaño-Herrera et al., 2005; Piñeiro-Vidal et al., 2007; Piñeiro-Vidal et 
al., 2008a; Piñeiro-Vidal et al., 2008b). Dichas bacterias han sido aisladas procedentes 
de episodios patológicos ocurridos en piscifactorias de nuestro país, tanto a partir de 
ejemplares infectados como a partir del agua del tanque de cultivo en el que se 
encontraban (Piñeiro-Vidal et al., 2007; Piñeiro-Vidal et al., 2008a; Piñeiro-Vidal et al., 
2008b). T.  gallaicum y T. discolor son antigénicamente diferentes a T. maritimum , 
hecho que debe ser tenido en cuenta para las preparaciones y programas vacunales 
(Santos, 2008). Su aparición está asociada tanto a la variación de la temperatura como a 
situaciones estresantes durante el cultivo como pueden ser el destete larvario, el traslado 
de ejemplares y el inadecuado manejo y se presenta sobre todo en las piscifactorías del 
Norte de España. Se trata de una enfermedad ulcerativa  que afecta no sólo al cultivo de
S. senegalensis, sino también a importantes especies como son el rodaballo, el lenguado 
común, el salmón atlántico, la dorada y la lubina. Esta patología es responsable de 
grandes pérdidas económicas pudiendo llegar a producir mortalidades importantes. Los 
signos clínicos de la enfermedad son progresivos y varían entre las distintas especies. 
En el lenguado senegalés los peces afectados inicialmente presentan pequeñas erosiones 
en la piel que con el tiempo pueden evolucionar a amplias úlceras profundas sobre todo 
situadas en la boca, la cara dorsal y las aletas. El pez fallece como consecuencia de una 
infección sistémica. 

Mientras que la pasteurelosis se ha registrado con mayor asiduidad en la etapa de 
engorde, la flexibacteriosis lo ha sido en la etapa de destete larvario y preengorde. 

Otra de las patologías que aparece con mayor frecuencia en las piscifactorías de 
lenguado es la vibriosis. En el Mediterráneo se han descrito varios episodios causados 
por V. harveyii (Zorrilla et al., 2003; Arijo et al., 2005a) y Listonella anguillarum 
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serotipo O1 y en el Cantábrico y Atlántico también por L. anguillarum serotipo O2 y 
Vibrio alginolyticus (Zarza et al., 2005). En este último área geográfica los episodios de 
vibriosis descritos a veces están asociados a infecciones causadas por Tennacibaculum
sp. Estas infecciones son de tipo oportunista, y estudios sobre la microbiota habitual de 
lenguados en cultivo en nuestro país describen al género Vibrio sp. como el más 
frecuente (Roque et al., 2008), registrándose diferente composición específica 
dependiendo del tipo de cultivo, intensivo o extensivo (Martín-Antonio et al., 2007). 
Los peces con sintomatología típica de vibriosis suelen presentar heridas en su 
superficie que pueden llegar a ser ulcerosas en el estadío más desarrollado de la 
enfermedad, muriendo como consecuencia de una septicemia hemorrágica (Zarza et al., 
2005). 

También se han citado episodios en lenguado senegalés de parasitosis internas  
causadas por microsporidios ó mixosporidios renales o intestinales y por parasitosis 
externas causadas por Amylodinium, Cryptobya y Cryptocarion. Presentándose estas 
tres últimas parasitosis muy agresivas al afectar a ejemplares cultivados en circuito 
cerrado (Zarza et al., 2005). Asímismo indicar que en el cultivo del lenguado senegalés 
también han sido descritos episodios de mixobacteriosis y cierta prevalencia de virus 
(Alonso et al., 2005; Cano et al., 2010) con episodios de Birnavirus (Rodríguez et al., 
1997) y Lymphocistis sp. (Alonso et al., 2005).  

Con el fin de conocer las principales enfermedades y crear métodos efectivos para 
prevenir su aparición ó impedir su desarrollo en el cultivo del lenguado senegalés, 
existen numerosas investigaciones sobre los distintos patógenos que afectan al mismo 
(Rodríguez et al., 1997; Zorrilla et al., 1999; Cepeda y Santos, 2002; Padrós et al., 
2003; Toranzo et al., 2003; Arijo et al., 2005a; Zarza et al., 2005; Howell et al., 2006; 
Roque et al., 2008; Santos, 2008; García-González et al., 2009; Araújo et al., 2010; 
Medina et al., 2010). La mayor parte de los trabajos han sido realizados en los últimos 
diez años, de modo paralelo al desarrollo del cultivo industrial de esta especie en la 
Península Ibérica. 

3.2. Utilización de piensos comerciales no específicos 
La utilización de piensos comerciales diseñados para especies ya introducidas en 

el mercado en el cultivo del lenguado senegalés, ha generado menores tasas de 
crecimiento y eficiencia nutritiva, hígados grasos y peor condición de los ejemplares. 
Los requisitos nutricionales del lenguado senegalés en la naturaleza son bien diferentes 
de los detectados en dorada o rodaballo, por lo que los piensos comerciales no pueden 
ser genéricos sino que han de ser formulados específicamente.  

La producción en acuicultura depende, en buena medida, del “status” fisiológico 
de los ejemplares. Los actuales sistemas de producción intensiva suponen un estrés para 
los ejemplares en cultivo, llevan consigo frecuentemente una menor eficiencia digestiva 
y una mayor susceptibilidad frente a patógenos potenciales, lo que ocasiona finalmente 
pérdidas económicas para la industria. En los últimos años, en la producción acuícola, 
se está dando una mayor importancia al efecto positivo que tiene una adecuada 
alimentación sobre el bienestar de los ejemplares en cultivo y sobre la prevención de la 
aparición de patologías. Una nutrición adecuada, que cubra todos las necesidades 
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nutritivas de los individuos, producirá peces más fuertes, menos susceptibles a sufrir 
enfermedades y más resistentes frente al estrés.  

A pesar de la persistencia de patologías en el cultivo de lenguado senegalés, no 
hay evidencia de que ésta sea una especie más susceptible que otras a las infecciones 
bacterianas. Más bien, la aparición de estas patologías puede estar relacionada con el 
empleo de piensos comerciales no específicos. La selección de una dieta y un adecuado 
protocolo de cultivo para el lenguado senegalés precisan tener en cuenta tanto la 
alimentación como los hábitos de vida del mismo en la naturaleza.  

A finales de los 90, cuando los requerimientos nutricionales del lenguado 
senegalés no eran aún conocidos, se pensó que podrían parecerse a los de los otros 
peces planos más estudiados como el halibut (Hippoglossus hipoglossus) ó el rodaballo 
(Askness et al., 1996; Lee et al., 2003a). Sin embargo, Hebb et al. (2003) observaron 
como en la platija (Pleuronectes platesa) se conseguía un crecimiento 
significativamente mayor, con piensos con una relación proteína/lípido superior a la 
utilizada para las dos anteriores especies (50/10 frente a 40/20).  

Boluda-Navarro et al. (2005) realizaron un trabajo de autoselección de 
macronutrientes con juveniles de lenguado senegalés, con el fin de conocer las 
necesidades de proteína y lípidos totales, y poder formular un pienso específico. Dichos 
investigadores observaron como los ejemplares se inclinaban por una dieta con un 
elevado nivel de  proteínas (55-68%), frente a un 13-20% de lípidos y 16-25% de 
carbohidratos. Dos años más tarde, Rodiles et al (2007) coincidieron en dicha 
observación y demostraron que el lenguado senegalés en su etapa de engorde necesitaba 
niveles de proteína superiores al 45% (situándose el óptimo en el 55%) y niveles de 
lípidos inferiores al 17 %. Estudios más recientes han ajustado aún más los niveles, 
situando las proteínas por encima del 53% (con un óptimo entre 55-57%) y los lípidos 
en el 8% para esta especie (Borges et al., 2009; Rodiles et al., 2009a; Rodiles et al., 
2009b; Guerreiro et al., 2010). Además en la etapa de preengorde (1-20g), el nivel 
proteico aconsejado es superior al requerido en la siguiente etapa, alcanzando el 60% 
(Rodiles et al., 2008). Esto es debido a que la incorporación en la dieta de una mayor 
cantidad de proteína favorece el rápido crecimiento de esta especie observado en la fase 
de alevinaje. 

Los trabajos anteriormente mencionados han constituido un gran avance para el 
desarrollo del cultivo del lenguado senegalés, puesto que la precisión en el índice de 
proteína/lípido de las materias primas mejora tanto los niveles de retención proteica del 
pienso como el índice de conversión de los ejemplares en cultivo (Daniels y Robinson, 
1986). Además el establecimiento del índice adecuado para una determinada especie 
evita la aparición de depósitos de grasa en los peces (Cowey, 1975) y reduce las 
emisiones del nitrógeno y fósforo sobrantes al medio acuático. (García-Díez, 2002).  

El requerimiento proteico se define como el nivel de proteína en dieta que tiende 
a maximizar simultáneamente el crecimiento y la retención proteica (Weatherley y Gill, 
1987). Tanto desde el punto de vista nutricional como económico, es más indicado usar 
los lípidos ó los carbohidratos como fuentes de energía y así conseguir el denominado  
“efecto ahorrador de proteínas”, término acuñado por Jauncey y Ross (1982). De este 
modo casi toda la proteína se empleará para el crecimiento, disminuyéndose los costes 
de producción del alimento (Carter y Houlihan, 2001). En el caso específico de los 
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peces planos se encuentra una controversia en el ahorro proteico mediante el incremento 
del nivel lipídico. Este aumento es beneficioso para el rodaballo, (Bromley, 1980), y la 
platija (Cowey, 1975), no así para el halibut (Martins et al., 2007) y el lenguado 
senegalés (Dias et al., 2004). 

Los aminoácidos son las unidades básicas de las proteínas. De los 20 existentes, 
diez son esenciales y deben de ser tomados directamente de la dieta por los peces. Se 
sabe que la composición corporal en aminoácidos es similar entre especies y se ve poco 
afectada por la temperatura, tasa de alimentación ó tamaño del animal, aunque se trata 
de un campo complejo dadas las interacciones que existen entre ellos y con otros 
compuestos (Wilson y Poe, 1985). En el lenguado senegalés, así como en otras especies, 
existe una literatura emergente que define el papel de los aminoácidos como moléculas 
cruciales para el mantenimiento, el crecimiento y la respuesta inmune de los ejemplares 
en cultivo (Aragao et al., 2007; Li et al., 2009). De hecho, se ha observado cómo 
juveniles de esta especie sometidos a estrés por manejo semanal presentaron en el 
plasma niveles inferiores de alguno de sus aminoácidos libres (Aragao et al., 2008). 
Además dicha concentración de aminoácidos libres en el plasma del lenguado senegalés 
y de otras especies de peces en cultivo puede servir para determinar el requerimiento de 
los mismos (Wilson y Poe, 1985).  

La principal fuente de proteínas y aminoácidos esenciales en las dietas para peces 
(20-60%) es la harina de pescado debido a su alto valor nutritivo y a su adecuada 
palatabilidad (Watanabe, 2002). Es a partir de las recomendaciones de la FAO (FAO, 
2007b), en las que se pedía la disminución en el empleo de materias primas (harinas y 
aceites) procedentes de la pesca extractiva para  producir alimentos en acuicultura, 
cuando se ha comenzado a observar un aumento en el número de investigaciones sobre 
nuevas fuentes de proteína alternativas más económicas y sostenibles. Existen un gran 
número de trabajos  en los que se demuestra la posibilidad de sustitución parcial de 
harina de pescado por harinas vegetales, sin que ello afecte al crecimiento ni al 
rendimiento productivo del pienso (Robaina et al., 1995; Robaina et al., 1998; 
Glencross et al., 2003).  Sin embargo, entre los principales factores que limitan  el uso 
de las materias primas vegetales en las dietas para peces, están sus características 
nutritivas, problemas de digestibilidad y alto contenido en factores antinutricionales 
(Robaina y Schuchardt, 2009). Para paliar este problema, la industria ha desarrollado 
nuevas tecnologías de descascarillado, calentamiento a altas temperaturas, extrusión, etc 
(Glencross et al., 2007).  

Estudios recientes realizados con juveniles de lenguado senegalés han demostrado 
que un balance adecuado de aminoácidos en dieta permite la sustitución del 100% de las 
harinas de pescado por harinas de origen vegetal, sin llegar a comprometer el 
crecimiento ó el metabolismo proteico de esta especie durante su engorde (Silva et al., 
2009; Silva et al., 2010; Valente et al., 2010a; Valente et al., 2010b). Además, los 
parámetros inmunológicos inespecíficos no se han visto afectados  por estos altos 
porcentajes de sustitución (Silva et al., 2009) e incluso han mejorado tras la  
alimentación durante tres meses con dietas vegetales de muy bajo nivel de harinas de 
pescado (5%) y suplementadas con lisina ó con una mezcla específica de aminoácidos 
esenciales (Costas et al., 2010). Sin embargo, Rodiles et al. (2010) observaron como en 
juveniles de lenguado senegalés la sustitución parcial (30%) de harinas de pescado por 
harinas vegetales, produce un nivel de lípidos y un perfil de ácidos grasos esenciales 
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diferente en intestino, hígado y músculo, si bien el nivel de ácidos grasos de la serie n-3 
y el crecimiento no se ven afectados. Estas observaciones coinciden con las de otros 
investigadores que han demostrado como la cantidad y calidad de la proteína existente 
en la dieta afecta al metabolismo lipídico del lenguado y la dorada, modificando tanto el 
nivel como la calidad de la grasa almacenada (Robaina et al., 1998; Robaina et al., 
1999; Morais et al., 2005b). Además la proteína dietética afecta a las propiedades 
organolépticas del filete de pescado ya que puede modificar la susceptibilidad a la 
oxidación de los ácidos grasos dentro del músculo ocasionando cambios en la textura 
del mismo (López-Bote et al., 2001). 

Los lípidos están implicados en una multitud de procesos fisiológicos a nivel 
celular como son: el almacenamiento y la producción de energía, la formación de 
membranas, el transporte de nutrientes (lipoproteínas), la modulación de la 
glucogenolisis ó la producción de hormonas y eicosanoides implicados en procesos 
antiinflamatorios e inmunológicos. 

En el lenguado senegalés al igual que en el resto de los peces marinos, los lípidos 
están formados por una gran variedad de ácidos grasos saturados y monoinsaturados  
que el individuo es capaz de sintetizar, mientras que los ácidos grasos poliinsaturados 
(PUFAs) de las series n-3 y n-6  los ha de incorporar a través de la dieta (Izquierdo, 
2005). Dentro de todos los ácidos grasos esenciales, el docosahexaenoico (DHA, 22:6n-
3), el eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) y el araquidónico (ARA, 20:4n-6) tienen una 
función muy importante para los peces al igual que para la mayor parte de los 
vertebrados. Se pueden encontrar dentro de los triglicéridos (depósito de grasas) ó 
principalmente formando parte de los fosfolípidos en las membranas celulares, que en 
los peces cuentan además con una gran cantidad de los ácidos grasos 16:0 y 18:1n-9. 
Los fosfolípidos en los peces contienen alrededor de un 50% de sus ácidos grasos 
totales como PUFAs, y presentan una relación característica DHA/EPA, aunque este 
índice varía según el órgano o el fosfolípido en cuestión (Sargent et al., 1999a). 

Los ácidos grasos altamente insaturados (PUFAs) de la serie n-3, DHA y EPA, 
son necesarios para el crecimiento y desarrollo adecuado de los peces (Izquierdo, 1999). 
Así, dietas con altos contenidos en n-3 promueven la estabilidad de las membranas 
celulares (Erdal et al., 1991), efecto de gran interés para los animales acuáticos, donde 
resulta esencial mantener las propiedades funcionales de éstas frente a los cambios en la 
temperatura del medio. Más recientemente se ha comprobado la importancia del ácido 
graso ARA, perteneciente a la serie n-6, en la expresión de genes relacionados con el 
estrés y con la fertilidad de los reproductores (Estévez et al., 1999; Villalta et al., 2008). 
Estos tres ácidos grasos esenciales (DHA, EPA y ARA) además de influir en la fluidez, 
permeabilidad y actividad enzimática de la membrana, son  precursores de 
prostaglandinas y leucotrienos (Broughton et al., 1991). Por tanto, su papel es 
determinante en los procesos de absorción y  modulación de la respuesta inflamatoria. 
Una alta relación en el índice de PUFAs n3/n6 reduce la susceptibilidad al estrés en el 
salmón (Bell et al., 1991), mientras que las dietas deficientes en estos ácidos grasos 
esenciales reducen la actividad defensiva de macrófagos en la trucha arcoiris (Kiron et 
al., 1995). 

Existe una relación entre el perfil de ácidos grasos en la dieta y el encontrado en el 
músculo de los ejemplares (Caballero et al., 2002; Izquierdo et al., 2003). El 
conocimiento de la relación óptima existente entre dichos tres ácidos grasos esenciales 
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en la dieta y en el tejido de una determinada especie acuícola es fundamental para  
producir el alimento más adecuado (Sargent et al., 1999b).  

Para varias especies marinas ya consolidadas como son el rodaballo, la dorada y la 
lubina, niveles dietarios de ácidos grasos del 1% ó inferiores, expresados en peso seco 
de la dieta, suponen tener cubiertas las necesidades en ácidos grasos esenciales (Ibeas et 
al., 1996). Sin embargo, al igual que en la etapa de engorde del lenguado senegalés, en 
algunas especies de reciente introducción en  acuicultura, como el fletán ó el bacalao, 
están aún por definir dichos requerimientos. Se conoce, sin embargo, el trabajo de Kim 
et al. (2002) en el que se describe la importancia para el crecimiento normal del 
lenguado japonés (P. olivaceus) del aporte en dieta de PUFAs  esenciales de la serie n-3 
y también la influencia de la composición lipídica utilizada sobre la estructura del 
hepatocito y los metabolitos en suero. Estos autores determinaron un índice de 0,7 en 
C18:1 / n-3 para los ejemplares alimentados con dietas marinas como un indicador 
adecuado del estado de ácidos grasos esenciales. El índice de glucosa en suero también 
fue superior que al de los peces que recibieron dietas lipídicas de otro origen (Kim et 
al., 2002), datos que coinciden con los descritos por Lee (2003b). Asimismo se han 
determinado niveles dietéticos de lípidos de 0,9% para la platija estrellada (Platichthys
stellatus) (Lee et al., 2003b). No obstante, el estudio realizado por Morais et al. (2006a) 
en larvas de S.senegalensis y citado con anterioridad, mostró que la composición en 
lípidos afecta más que la cantidad total de los mismos, influyendo en la ingesta, 
digestibilidad y estimulación de las rutas neuroendocrinas. Estos resultados coinciden 
con los observados por Salas-Leiton et al. (2010c). 

La comparación de perfiles lipídicos en los tejidos de ejemplares salvajes y de 
cultivo aporta una información muy útil a la hora de diseñar un pienso, siendo el 
primero considerado como óptimo (Sargent et al., 1999b) y el segundo indicador de 
posibles carencias a corregir en subsiguientes formulaciones (Rodriguez y Souto, 2004).  

El hígado puede ser considerado un indicador del estado nutricional y fisiológico 
del ejemplar en cultivo (Robaina et al., 1997; Caballero et al., 1999). Como se ha dicho 
con anterioridad, las primeras dietas comerciales empleadas para el engorde del 
lenguado senegalés tenían bajos  niveles de proteína y altos de lípidos, por lo que 
contribuyeron en su mayor parte a la producción de ejemplares con hígados grasos 
(Rueda-Jasso et al., 2004; Borges et al., 2010). En todos los casos, aunque el hígado se 
vio afectado, no ocurrió lo mismo con el músculo de los ejemplares, dado que la 
deposición de grasa en el lenguado se produce generalmente debajo de la piel y en las 
aletas (Borges et al., 2009). 

La principal fuente de lípidos en las dietas para peces son los aceites y harinas de 
pescado que son ricos en ácidos grasos altamente insaturados, con elevados contenidos 
en 22:6n-3 (DHA) y 20:5n-3 (EPA). Poseen además cantidades importantes de 20:4n-6 
(ARA) y de ácidos grasos saturados como 16:0 y 18:0 y monoinsaturados como 18:1n-
9. Además los aceites procedentes de pesquerías realizadas en el hemisferio Norte 
contienen niveles altos de 20:1n-9 y 22:1n-11 (Sargent et al., 1999a). Dado que la 
principal fuente de ácidos grasos esenciales de la serie n-3 para el hombre es el pescado, 
resulta necesario asegurar la correcta nutrición de los ejemplares para conseguir un 
desarrollo y bienestar apropiado de los mismos, y garantizar su calidad para consumo 
humano. El cultivo de especies marinas con dietas ricas en harinas y aceites de pescado 
ha hecho posible un producto de alta calidad, con niveles de PUFAs de la serie n-3 
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mayores que los correspondientes a las especies salvajes. Sin embargo, dada la crisis 
que atraviesa el sector pesquero (FAO, 2009), en los últimos años se está trabajando en 
la sustitución de aceites de pescado por aceites de origen vegetal. En estudios realizados 
con trucha alpina (Salvelinus alpinus) y dorada, se observó como dicha sustitución 
durante largos periodos de tiempo afectaba negativamente al balance nutricional y 
osmótico de los peces, disminuyendo asímismo los parámetros inmunológicos y la 
resistencia frente a las enfermedades (Olsen et al., 1999; Montero et al., 2003; Montero
et al., 2008). Además el perfil de ácidos grasos del músculo de los ejemplares en las 
experiencias reflejó el correspondiente al del aceite vegetal empleado, con mayor nivel 
de ácidos grasos de la serie n-6 y menor de la serie n-3 (Montero et al., 2003; Regost et 
al., 2003), disminuyendo el efecto beneficioso característico del pescado.  

Si bien se ha descrito una peor condición nutritiva y de resistencia a enfermedades 
de peces (Olsen et al., 1999) (Castell et al., 1994) asociada a la sustitución parcial de 
aceite de pescado por aceites vegetales con niveles elevados de ácidos linoleico (18:2n-
6), oleico (18:1n-9) y linolénico (18:3n-3), resulta posible recuperar el perfil lipídico 
original mediante el empleo de una dieta de finalizado rica en aceites de origen marino 
(Montero et al., 2005). El uso de aceites vegetales además de disminuir la presión sobre 
las pesquerías aporta un menor contenido en PCBs, dioxinas y metales pesados (Bell y 
Waagbo, 2008). Por todo ello, y dadas las recomendaciones de la FAO, está creciendo 
el número de investigaciones a la búsqueda de organismos unicelulares potenciales 
como productores de ácidos grasos esenciales para el futuro (Estévez et al., 1999; 
Sargent et al., 1999b; Higashiyama et al., 2002; Kim et al., 2002).  
 

4. Mejoras en la etapa de engorde 
4.1. Prevención y tratamiento de patologías en el lenguado senegalés 

Los antibióticos son los principales agentes utilizados para el control de las 
infecciones en las piscifactorías, siendo la tetraciclina uno de los más empleados, 
aunque la aparición de cepas resistentes ha reducido su eficacia (Thyssen y Ollevier, 
2001). El tradicional empleo de los antibióticos ha ayudado al control de las 
enfermedades, pero también ha supuesto la aparición de bacterias resistentes de amplia 
dispersión en la actualidad, tanto en los ejemplares en cultivo (Radu et al., 2003; 
Zorrilla et al., 2003; Akinbowale et al., 2006), como en el medio marino y sedimentos 
cercanos a las piscifactorías (Boon y Cattanach, 1999; Chelossi et al., 2003). Estas 
prácticas está demostrado que ejercen un riesgo para la salud humana (Kesarcodi-
Watson et al., 2008) y para el medio ambiente, debido a la transferencia de genes 
resistentes entre bacterias (Schwarz y Chaslus-Dancla, 2001). A dicha transferencia de 
la resistencia bacteriana también ha contribuido el manejo inadecuado de los protocolos 
de administración de los antibióticos (Peeters y Rodríguez, 1999), debido al escaso 
control dentro de las instalaciones acuícolas. Además, en el caso de P. damselae subsp. 
piscicida, bacteria de gran virulencia para el lenguado senegalés, se ha demostrado que
puede permanecer como parásito en el interior de los macrófagos de su huésped (Díaz-
Rosales, 2006). Por esto, el empleo de antibióticos no tendría mucho efecto para el 
control de la pasteurelosis durante este periodo 
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Así, en el IV Workshop de lenguado (Faro, 2008), se estableció como prioridad el 
desarrollo de vacunas y terapias alternativas al empleo de antibióticos que contribuyan a 
reducir la incidencia de las dos principales enfermedades para esta especie: 
pasteurelosis y tenacibaculosis. Además las nuevas directivas europeas, con el fin de 
obtener un producto final saludable, con calidad para el consumidor y respetuoso con el 
medio ambiente, están obligando a las piscifactorias a establecer sistemas de control 
continuos de su producción acuícola desde su origen hasta su venta mercado. 

Todas éstas razones hacen necesario el trabajo en ámbitos preventivos como son 
el uso de vacunas, el empleo de inmunoestimulantes y probióticos (Cuesta et al., 2003; 
Zorrilla et al., 2003; Makridis et al., 2004; Planas et al., 2006) que promueven el 
bienestar de los ejemplares y protegen el medio ambiente. 

La vacunación es un método profiláctico específico con buenos resultados frente a 
algunas enfermedades, con buenos resultados frente a la pasteurelosis y vibriosis para 
dorada y lubina en distintos países de la cuenca mediterránea con vacunas como la 
diseñada por Magariños et al. (1994). También se ha ensayado, con prometedores 
resultados, una vacuna divalente para el lenguado senegalés. Sin embargo, aún es 
necesario optimizar el tiempo de actuación de esta vacuna, formada por bacterinas y 
ECPs (proteínas extracelulares) de P. damselae subsp. piscicida inactivadas con formol 
(Arijo et al., 2005b) para su uso con fines comerciales. Igualmente, se está empleando 
una vacuna frente a Tenacibaculum sp. y Vibrio anguillarum en esta especie.  

Los inmunoestimulantes son compuestos que activan los mecanismos de defensa 
inespecíficos (Lall, 2000; Verlhac y Kiron, 2004). Son agentes más seguros que los 
antibióticos y su rango de eficacia es más amplio que el de las vacunas, si bien su 
duración es menor. Su uso se justifica por las frecuentes situaciones de estrés derivadas 
del cultivo intensivo que reducen la respuesta inmunitaria de los ejemplares, 
haciéndolos más susceptibles a las infecciones. Es por ello por lo que Sakai (1999) 
sugirió como estrategia para la prevención de enfermedades en piscicultura el uso 
combinado de inmunoestimulantes y vacunas, por su efecto sinérgico.  

La mayoría de los compuestos que han demostrado tener actividad 
inmunoestimulante de microorganismos: lipopolisacáridos (endotoxinas) de bacterias 
GRAM -, peptidoglicanos de bacterias GRAM + y �-glucanos de hongos como 
Sacharomyces cerevisiae y Sclerotium glucanicum. Se ha observado como la adición de 
�-glucanos comerciales (Macrogard) en dieta activa la respuesta inmune innata y 
específica de la  lubina (D. labrax), si bien el efecto decrece ó desaparece  con el tiempo 
y está influido por la temperatura (Bagni et al., 2005). 

Además en los últimos años se está investigando la presencia de sustancias 
inmunoestimulantes en diferentes organismos marinos que pudieran ser empleados con 
fines terapéuticos tanto para el ser humano como para su uso en piscicultura. Se han 
encontrado compuestos con capacidad inmunoestimulante en las algas (Blinkova et al., 
2001; Díaz-Rosales et al., 2005; Valente et al., 2006) y en productos extraídos de las 
mismas como PUFAs (Bell et al., 1985; Salvesen et al., 2000; Koven et al., 2001), 
carotenoides (Aguilera y Amat, 2007), vitaminas (Cuesta et al., 2001; Cuesta et al., 
2002), �-glucanos (Castro et al., 1999; Couso et al., 2003; Bagni et al., 2005) y 
alginatos (Skjermo y Bergh, 2004; Bagni et al., 2005). Este hecho, junto con el poder 
aglutinante que procuran las algas en el procesado de las dietas (Hashim y Mat-Saat, 
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1992); y el incremento del contenido proteico que aportan (Robaina y Schuchardt, 
2009) las ha introducido en la formulación de piensos en acuicultura (Skretting, 2005).  

Finalmente los probióticos (células microbianas administradas oralmente, con un 
efecto positivo para la salud del hospedador) comienzan a ser una herramienta muy 
eficaz para la prevención de patologías en acuicultura. Por el momento no son bien  
conocidos sus complejos modos de actuación, pero hay cada vez mayor número de 
trabajos que aconsejan su incorporación a dietas para acuicultura. Se ha observado su 
influencia tanto en la protección frente a patógenos y estimulación inmune, como en la 
modulación y mejora del tracto gastrointestinal asociada a la mayor digestibilidad 
nutritiva y bienestar animal.  

Su aplicación a nivel industrial permitirá apoyar los requerimientos nutritivos, 
enzimáticos e inmunológicos durante la etapa larvaria, mantener altos niveles de calidad 
y bienestar en los alevines y juveniles e incluso podrá ser empleada para la mejora de la 
reproducción. Asimismo, la utilización de probióticos supone una reducción en el uso 
generalizado de antibióticos y tratamientos químicos profilácticos. 

Según la legislación de la UE sobre el uso de probióticos en alimentación animal, 
estos ingredientes están clasificados como “aditivos zootécnicos”, por lo que están 
sujetos a evaluación y regulación científica estricta. El primer probiótico aprobado por 
la UE ha sido para pienso de salmónidos. Surgió dentro de un proyecto de investigación 
y desarrollo (OFIMER) iniciado en 2002 y en el que participaron las empresas de 
alimentación animal Biomar y Lallemand y los institutos de investigación franceses 
INRA e IFREMER. Los resultados observados con la aplicación de este probiótico 
fueron la reducción en el porcentaje de deformidades óseas, la mejora en el 
metabolismo, el aumento de la eficiencia en la digestión de la materia seca y la 
reducción del riesgo de gastroenteritis. Se ha comprobado además que este pienso con 
probiótico administrado desde la etapa de destete da los mejores resultados. 
 

4.2. Desarrollo de dietas específicas 
Los piensos comerciales utilizados en el engorde del lenguado senegalés han ido 

evolucionando a lo largo de la última década desde menores niveles de proteínas (50%) 
hasta los actuales (57%), incorporando además materias primas diferentes, como  
harinas de maíz en lugar de almidón de trigo (Skretting, 2005). La selección de una u 
otra fuente dietética puede afectar a la calidad final del pienso y determinará unas 
consecuencias finales en la salud y bienestar de los ejemplares en cultivo. Así, se ha 
observado que ciertas harinas vegetales presentan carencias en alguno de los 
aminoácidos esenciales, hecho que puede conducir a la aparición de desequilibrios en 
los peces que las consumen, ocasionando una disminución en su crecimiento, un 
aumento en su predisposición a las enfermedades y un mayor nivel de descarga de 
nitrógeno al medio (García-Díez, 2002).  

Recientemente se ha demostrado la enorme importancia de los aminoácidos 
esenciales en las dietas (Conceiçao et al., 2007). Mientras que la lisina es necesaria para 
la construcción de todas las proteínas del organismo, tanto la arginina como la 
glutamina, han sido descritos como moduladores de la inmunidad celular (Roth, 2007), 
siendo conocida  su actuación en el  pez gato (Ictalurus punctatus) (Buentello y Gatlin, 
2001) y en la trucha arcoíris (Ganassin et al., 1998). Además, la glutamina es la 
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principal fuente de energía del epitelio del tracto intestinal (Sundh et al., 2010). Por lo 
que es necesaria tanto para el adecuado funcionamiento del digestivo como para la 
síntesis y expresión de IgA a nivel del lumen intestinal. Esta se ha descrito como 
moduladora de la microbiota intestinal, promoviendo la resistencia frente a patógenos y 
la curación de las mucosas dañadas (Flajnik, 2010). Decir también que Richard et al. 
(2010) han demostrado recientemente el efecto regulador ejercido por ciertos 
aminoácidos en el hígado del lenguado senegalés, sobre la expresión de distintos 
enzimas implicados en el metabolismo de los aminoácidos y carbohidratos y en los 
procesos de envejecimiento celular.  

En los últimos años se han  comenzado a añadir concentrados proteicos de soja en 
piensos de engorde y también en los diseñados para el desarrollo de postlarvas de 
lenguado senegalés. Así, Aragao et al. (2003a) sustituyeron proteína de origen marino 
por concentrado de proteína de soja sin añadir ningún aminoácido esencial. Dichos 
investigadores no observaron una disminución en el crecimiento de los ejemplares pero 
sí cambios en el metabolismo de los aminoácidos y en la síntesis lipídica que deberían 
estudiarse con más profundidad. 

Los piensos de engorde de lenguado senegalés han ido evolucionando desde un 
nivel elevado de grasa (22%) hasta el actual 15% (Skretting, 2005). Esto ha ayudado a 
los procesos de absorción y digestión en el intestino y han generado juveniles con una 
mejor condición del hígado y por tanto más saludables. En esta formulación dietética 
más específica ha habido una disminución paralela del aporte de aceite de pescado en el 
pienso, desde el inicial 15% al actual 7,5% (Skretting, 2005). La inclusión de aceites 
vegetales sustitutivos en las dietas se ha demostrado que produce un aumento en la 
cantidad de vacuolas grasas en el hígado y los enterocitos (Olsen et al., 2003; Morais et 
al., 2005), tanto con proporciones de sustitución del 75% (Francis et al., 2007), como 
cuando son bajas y además se acompañan de un inadecuado balance de aminoácidos 
(Caballero et al., 2003; Menoyo et al., 2004).  

Además cada vez se está teniendo más en cuenta la importancia de una buena 
formulación del perfil de ácidos grasos, sobre todo en lo concerniente al DHA y al EPA, 
dada la repercusión que éstos tienen en el desarrollo y bienestar de los ejemplares. Si 
bien se han estudiado los requerimientos de lípidos y ácidos grasos esenciales en las 
primeras etapas de desarrollo de lenguado senegalés (Villalta et al., 2005; Villalta, 
2007; Villalta et al., 2008) no se ha realizado una investigación para la etapa de 
engorde. Estos últimos autores determinaron en sus trabajos las cantidades óptimas de 
los ácidos grasos ARA, EPA y DHA para lograr el mejor crecimiento, supervivencia y 
pigmentación en las primeras etapas de vida del lenguado senegalés. Así mismo dichos 
investigadores determinaron el efecto de dichos ácidos grasos sobre la composición 
corporal de las larvas y recalcaron la importancia que tiene la  relación ARA/EPA para 
la producción de prostaglandinas y la pigmentación en  S.senegalensis. Paralelamente 
Morais et al. (2004; 2006a) estudiaron en esta misma especie el efecto del 
enriquecimiento de la artemia con distintos niveles y fuentes de lípidos sobre el 
crecimiento, la supervivencia, el metabolismo lipídico y la capacidad digestiva. Más 
recientemente, Dámaso-Rodriguez et al. (2010) han observado como una alimentación 
deficitaria en ácidos grasos esenciales durante las primeras etapas de vida tiene un 
efecto negativo sobre el crecimiento posterior de los juveniles de lenguado senegalés. 
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Respecto a la adición de micronutrientes en las dietas comerciales se sabe que 
junto con los macronutrientes incrementan la resistencia de los peces frente a patógenos 
como virus, bacterias, parásitos y hongos. Numerosas investigaciones relacionan la 
incorporación al pienso de factores dietéticos como pueden ser los aminoácidos, los 
nucleótidos, los ácidos grasos esenciales, los minerales y las vitaminas con una 
adecuada respuesta inmune y salud final en los ejemplares en cultivo (Lall, 2000; 
Verlhac y Kiron, 2004; Trichet, 2010). 

La adición de aminoácidos esenciales en las dietas con sustitución de harinas de 
pescado por harinas vegetales es fundamental para mantener el bienestar de lenguado 
senegalés en cultivo (Valente et al., 2010a). Asimismo, el suplemento de las dietas con 
ciertos aminoácidos puede ser beneficioso para esta especie en las etapas larvaria y 
posteriores ante condiciones de estrés, como pudieran ser el traslado de los ejemplares, 
cambios en la salinidad del agua ó el aumento de temperaturas (Aragao et al., 2008).  

Los nucleótidos ya se están incorporando en las dietas comerciales empleadas 
para lenguado senegalés y para otras especies, fundamentalmente en las primeras etapas 
de desarrollo ó como prevención de  estrés de manejo (transporte, clasificación por 
tamaños, etc.) y enfermedad. (Skretting, 2005).Generalmente los nucleótidos añadidos 
proceden del DNA de bacterias ó de levaduras y algunos presentan capacidad 
inmunoestimulante, aunque sus mecanismos de acción difieren de la característica de 
los �-glucanos. Otros nucleótidos actúan como unidades básicas para la síntesis del 
DNA y RNA necesarios para la división y multiplicación celular. El papel de los 
nucleótidos se ha demostrado en teleósteos en la mayor resistencia a enfermedades, 
tolerancia al estrés, eficiencia de vacunación, crecimiento y respuesta inmune (Burrells
et al., 2001). Así, se ha descrito su papel en la modulación de la respuesta inmune 
innata y específica en diferentes especies de peces (Li y Gatlin, 2006), mediante la 
activación de la expresión de genes relacionados con ésta (Low et al., 2003). Asimismo 
se ha relacionado su aporte en dieta con el mejor funcionamiento digestivo, sobre todo a 
nivel de las microvellosidades, ya que favorecen la absorción intestinal (ej. del hierro), 
y modulan el metabolismo de los ácidos grasos. En este sentido, actualmente se 
comercializa un producto comercial (Patogard®), formado por extractos de levadura 
con proteínas ricas en manosa, que protege frente a la infecciones bacterianas del 
digestivo interfiriendo la unión entre los patógenos y los receptores de la mucosa 
digestiva. 

Otras sustancias que están siendo añadidas en las dietas para peces ya que 
mejoran la salud intestinal de los ejemplares en cultivo son los ácidos orgánicos y 
ácidos grasos de cadena corta procedentes de extractos vegetales como pueden ser el 
aceite de Echium (Villalta et al., 2008; Díaz-López et al., 2009; Díaz-López et al., 
2010), el membrillo de Bengala (Pratheepa y Sukumaran, 2010) ó el té blanco (Peres et 
al., 2010). Se ha demostrado que los extractos vegetales, añadidos en pequeñas 
concentraciones al alimento, mejoran el pH, proporcionan energía al enterocito, apoyan 
la diferenciación celular y la arquitectura intestinal. Además algunos de estos ácidos son 
ya producidos de forma natural por la microbiota intestinal por lo que su adición en 
dieta ejercería un efecto añadido. Esto último está siendo el objeto de diferentes 
investigaciónes en la actualidad (Skretting, 2005). 

Respecto a la incorporación de vitaminas y minerales en la dieta en el lenguado 
senegalés, en la etapa larvaria se ha estudiado el efecto beneficioso de la vitamina A 
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sobre el crecimiento, desarrollo del esqueleto y la calidad larvaria (Fernández et al., 
2009). También se ha observado en las primeras etapas de cultivo como el 
enriquecimiento de la dieta con vitamina K activa la expresión de las proteínas 
implicadas en el desarrollo y mantenimiento del esqueleto  en el lenguado senegalés 
(Richard et al., 2008).  

A pesar de la importancia para el desarrollo de sus funciones vitales no existen 
datos en la actualidad sobre las necesidades de vitaminas, minerales y oligoelementos 
en las distintas etapas de cultivo del lenguado senegalés. Sin embargo, es bien conocida 
la actuación sinérgica de algunos micronutrientes como son el Selenio y la Vitamina C 
con los �-1,3 y �-1,6 glucanos. Dichos micronutrientes aumentan la capacidad 
antimicrobiana de los leucocitos en situaciones de infección, mediante la activación del 
enzima glutatión-peroxidasa (Se) y el aumento de la concentración de glutatión 
(Vitamina C) en los macrófagos y linfocitos, como consecuencia del incremento del 
estrés oxidativo asociado a  dichos episodios (Lim y Webster, 2001; Nayak et al., 
2007). El poder protector de la vitamina A y algunos carotenoides como la luteína, 
xantofila, �-caroteno, licopeno, etc., frente al daño celular está asociado a su unión con 
radicales de oxígeno, permitiendo el mantenimiento de las estructuras  además de la 
prevención de infecciones a nivel de las membranas mucosas. La vitamina E además de 
presentar capacidad inmunoestimulante, especialmente indicado en ejemplares de 
mayor edad,  se caracteriza por ser el principal agente antioxidante de los ácidos grasos 
poliinsaturados (Lall y Lewis-McCrea, 2007). Este último carácter hace fundamental su 
incorporación en las dietas de este micronutriente, así como de la vitamina C que 
además de  actuar como cofactor en una gran cantidad de reacciones enzimáticas está 
implicada en la regeneración de la Vitamina E. Respecto a los minerales, decir que el 
zinc es un cofactor de varias enzimas que apoyan funciones inmunes (Lall, 2000) y 
junto con el manganeso y el cobre están implicados en el crecimiento y desarrollo del 
tejido óseo en los peces (Lall y Lewis-McCrea, 2007). También el calcio y el fósforo 
además de estar involucrados en diferentes funciones como es la del movimiento 
(calcio) y la producción y acumulación de energía (fósforo) están  estrechamente 
relacionados con el desarrollo y mantenimiento del esqueleto (Lall y Lewis-McCrea, 
2007). 

Otros de los agentes que se están incorporando a las dietas para mejorar la calidad 
de los peces en cultivo en términos de rendimiento dietético y protección frente a 
enfermedades son los probióticos y que son el objetivo de esta tesis y merecen, por 
tanto, una sección específica. 

4.3. Apoyo de las defensas naturales  
Tanto el tracto digestivo como las branquias y el cuerpo de los peces están 

cubiertos de mucus, lo que relaciona estas superficies mucosas tanto con las vías de 
entrada de los patógenos como con la respuesta inmune. Los peces que carecen de 
escamas, a menudo producen una cantidad mayor de mucus. Dicho mucus está 
compuesto por multitud de sustancias, como proteasas, lisozima, citoquinas, etc, cuya 
función es la de proteger al individuo frente a la acción de agentes extraños. De esta 
manera, el intestino resulta un lugar clave para la inmunoprotección de los peces y está 
afectado por todos los microorganismos que allí se encuentran, sean patógenos o no. 
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Algunos autores sugieren que en los peces el sistema inmune de las mucosas es 
relativamente independiente del global, a diferencia de lo observado en mamíferos, pero 
otros describen la existencia de una estrecha relación entre ambos (Lin et al., 2000). 

Los peces tienen la capacidad de responder a ciertos microorganismos ó 
sustancias que les son extrañas (antígenos) con respuestas inmediatas no específicas 
(innatas), así como con respuestas adaptativas ó específicas, que conllevan un proceso 
de reconocimiento y memoria. En todos los vertebrados ambos tipos de respuesta 
inmune implican componentes celulares y humorales que trabajan conjuntamente para 
marcar y eliminar dichos microorganismos y sustancias extrañas. En el caso de los 
peces se ha observado una mayor  intensidad en la respuesta inmune innata en 
comparación con la respuesta inmune adaptativa (Magnadottir, 2006). 

Las células implicadas en la inmunidad innata a menudo reconocen estructuras 
moleculares comunes en patógenos o determinados productos que éstos liberan 
mediante receptores de superficie celulares (Magnadottir, 2006), actuando de inmediato 
o tras un periodo corto de encuentro con el antígeno (Watts et al., 2001). Dichas células 
incluyen macrófagos, neutrófilos y otros granulocitos. (Do Vale et al., 2002) y células 
citotóxicas no específicas. Los patógenos bacterianos encontrados son fagocitados, 
digeridos y destruidos en el interior celular a través del estallido respiratorio (Secombes, 
1996) ó bien mediante proteasas, lipasas, fosfatasas u otras sustancias con propiedades 
antimicrobianas (Neumann et al., 2001). Además, los macrófagos producen lisozimas, 
que pueden ser estimuladas por lipopolisacáridos bacterianos ó B-glucanos procedentes 
de levaduras (Paulsen et al., 2001). 

Se han identificado muchos factores humorales asociados a la respuesta inmune 
innata en peces, como el complemento, el interferón, la transferrina, las lectinas y las 
lisozimas (Secombes, 1996). Las interacciones y activaciones en cascada de las 
numerosas proteínas asociadas al complemento son importantes, tanto en la respuesta 
inmune innata como en la adaptativa. La transferrina es una glicoproteína sanguínea que 
liga hierro, inhibiendo el crecimiento de bacterias patógenas y el daño celular (Ellis, 
1999).  

La respuesta inmune adaptativa implica componentes celulares y humorales y se 
dirige a antígenos específicos, conservando una memoria. A diferencia de lo que ocurre 
en mamíferos, donde la respuesta innata colabora en la activación de la respuesta 
adaptativa, permitiendo la actuación conjunta frente a patógenos (Watts et al., 2001), en 
los peces la respuesta adaptativa puede llevar más de 15 días en  manifestarse (Kollner y 
Kotterba, 2002). Un buen número de células y componentes intervienen como linfocitos 
B, neutrófilos y macrófagos, proteínas de membrana receptoras de linfocitos T, 
inmunoglobulinas y sistema del complemento. Existen numerosos factores humorales 
implicados en la activación de componentes clave en esta respuesta como son las 
citokinas. Sin embargo, el factor humoral más importante en la respuesta adaptativa son 
las inmunoglobulinas (Ig)  producidas por los linfocitos B. En teleósteos el principal 
anticuerpo es la IgM, producida en el suero (Bengten et al., 2000), aunque también se 
encuentran otras inmunoglobulinas. Así, se han observado genes que codifican IgD en 
lenguado japonés (Hirono et al., 2003). 

La homeostasis de un organismo implica una compleja trama de hormonas y 
citoquinas con una comunicación bidireccional desde el sistema inmune al 
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neuroendocrino y viceversa. El apoyo a este proceso, que de modo natural regula la 
salud y bienestar de los peces, es una estrategia de gran interés en el cultivo intensivo de 
de los ejemplares, donde las condiciones de estabulación, alimentación, manejo, etc., 
producen estrés sobre los mismos. En la actualidad, dicho apoyo se está llevando a 
cabo, tanto mediante la mejora de las dietas y de las condiciones de cultivo de los peces, 
como mediante la  selección genética de los ejemplares mejor dotados. 

5. Los probióticos en acuicultura 
5.1 Probióticos: características y modos de actuación  

En los últimos cincuenta años, el término probiótico ha ido modificándose de 
manera paralela al desarrollo de la microbiología moderna.  

A comienzos de los años 50, Vergio (1954) fue uno de los primeros científicos 
en establecer una definición de probiótico al comparar los efectos adversos 
(“antibiotika”) que los antibióticos ejercían sobre la microbiota intestinal, con las 
acciones beneficiosas (“probiotika”) promovidas por otros factores que no pudo 
determinar. Treinta y cinco años más tarde Fuller (1989) popularizó el término y 
estableció además una asociación estrecha entre probiótico y alimento, definiéndolo 
como “producto alimenticio vivo que afecta beneficiosamente al hospedador mejorando 
su equilibrio microbiano intestinal”.  

Es a finales de la década de los 90, cuando dentro de la definición de probiótico, 
además de la asociación con el alimento, se incorpora la asociación con un 
microorganismo vivo. De este modo en el año 1997, Tannock (1997) define a los 
probióticos como “aquellas células microbianas vivas que son administradas como 
suplementos dietéticos con el objetivo de mejorar la salud”. Y la FAO en 1999, dado el 
creciente interés mundial en el empleo de probióticos para alimentación humana, por 
primera vez define el término conforme a Naidu et al. (1999) como: “todo complemento 
microbiano en la dieta que afecta beneficiosamente a la fisiología del hospedador 
mediante la modulación de la inmunidad sistémica y mucosa, además de mejorar el 
balance microbiano mediante la prevención de la colonización gastrointestinal por 
bacterias no deseables”. De esta definición se deduce que los efectos probióticos no 
están sólo restringidos al ámbito intestinal, sino que afectan a todo el organismo 
(http:/www.who.int/foodsafety). 

También es a finales de los 90 cuando Salminen et al. (1999), realizando un 
trabajo de revisión, concretan un poco más la definición de probiótico no 
restringiéndola a la necesidad de su viabilidad. Dichos investigadores establecieron que 
“todo probiótico es cualquier preparación microbiana (no necesariamente viva) ó 
formada por componentes de células microbianas, que ejerza un efecto beneficioso 
sobre la salud del hospedador”. Dos años más tarde Schrezenmeir y de Vrese (2001) 
fueron más precisos en la definición del término al incorporar en la misma la 
posibilidad de cuantificación, al describirlo como “toda preparación ó producto que 
contiene microorganismos definidos en número suficiente, capaces de alterar la 
microbiota por implantación ó por colonización de un compartimento del hospedador 
mediante la que ejercen efectos beneficiosos sobre la salud del hospedador”. Esta última 
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definición fue más delimitada en cuanto a la cuantificación por la OMS en el año 2001 
estableciendo que “todo probiótico es un organismo vivo que ingerido en una dosis 
definida ejerce efectos beneficiosos sobre su salud”. 

Existen numerosos trabajos que avalan los efectos beneficiosos de los probióticos 
en el hombre: modulando el sistema inmunitario (Blum y Schiffrin, 2001), reduciendo 
el colesterol y la hipertensión, protegiendo frente a enfermedades infecciosas, 
inflamatorias, alérgicas y tumorales (Gill, 2003).  Los géneros bacterianos 
Bifidobacterium, Lactobacillus y Streptococcus son ampliamente  utilizados en gran 
cantidadde productos lácteos fermentados, (yogurt, queso, nata, etc..) destinados a 
consumo humano (Fuller, 1987). Su uso también se está aplicando en las explotaciones 
ganaderas (Fulton et al., 2002; Khuntia y Chaudhary, 2002). 

La microbiota intestinal en los animales acuáticos es muy diferente a la de los 
terrestres, Esto es debido a que la microbiota está en interacción constante con el 
ambiente que le rodea, por lo que existe una gran influencia del medio sobre la misma y 
finalmente sobre la salud de los ejemplares en cultivo (Gatesoupe, 2005). De éste modo, 
Spanggaard et al. (2000) estudiando la evolución de la microbiota de la trucha arcoiris 
en cultivo, encontraron una variación sustancial a lo largo del tiempo, hasta con 
fluctuaciones diarias, lo que indica que la mayoría de los microorganismos procedentes 
del agua y del alimento, están en tránsito dentro del intestino de los ejemplares. Esta 
circunstancia ha llevado a  modificar el  concepto de probiótico dentro del campo de la 
en acuicultura. 

En la actualidad una de las definiciones de probiótico en acuicultura más 
aceptadas por la comunidad científica es la de Verschuere et al. (2000): “complemento 
microbiano vivo que tiene un efecto beneficioso sobre el hospedador modificando la 
comunidad microbiana relacionada con él mismo o con el ambiente, asegurando un uso 
mejorado del alimento ó aumentando su valor nutricional, favoreciendo la respuesta del 
hospedador frente a las enfermedades ó mejorando la calidad del ambiente. Además 
Gatesoupe (1999) definió a los probióticos en acuicultura como “células microbianas 
administradas de tal manera que, en el tracto gastrointestinal se mantienen vivas con el 
objetivo de mejorar la salud” y Gram et al. (1999) como: “aquel suplemento vivo 
microbiano que afecta beneficiosamente al hospedador mejorando su balance 
microbiano”. Decir también que en una de las últimas revisiones realizadas sobre el uso 
de probióticos en acuicultura en el año 2010  por Merrifield et al. (2010a) se ha 
propuesto una nueva definición del término más concreta y más ampliada: “célula 
microbiana viva, muerta ó componente celular que, al ser administrado vía  
alimentación ó en el agua de cultivo, beneficia al huésped, mejorando bien la resistencia 
frente a las enfermedades, bien el estado de salud, el crecimiento, la utilización de la 
dieta alimenticia, la respuesta al estrés ó el vigor en general, obteniéndose al menos en 
parte, una mejora en el balance microbiano del huésped ó del medio que le rodea. 

Entre los posibles mecanismos de actuación de los probióticos se encuentran: la 
exclusión competitiva asociada a la producción de compuestos antimicrobianos tales 
como  bacteriocinas, lisozimas y proteasas (Verschuere et al., 2000; Makridis et al., 
2005), la competición por los nutrientes y la energía disponible (Gram et al., 1999) ó 
por los puntos de adhesión a la superficie del huésped (Olsson et al., 1992; 
Nikoskelainen et al., 2001; Chabrillón, 2004; Vine et al., 2004a; Vine et al., 2004b; 
Chabrillón et al., 2006; Ringo et al., 2010), la estimulación de la respuesta inmune 
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(Irianto y Austin, 2003; Salinas et al., 2005; Balcázar et al., 2006), la mejora del estado 
nutritivo del huésped mediante el aporte de enzimas, aminoácidos esenciales, péptidos, 
ácidos grasos, vitaminas, minerales, etc (Sugita et al., 1996; de Moura et al., 2009) y la 
inhibición de la expresión de genes de virulencia ó ruptura del “quorum sensing” 
(Defoirdt et al., 2007).  
 

5.2. Probióticos ensayados en acuicultura 
Las primeras investigaciones realizadas sobre la aplicación de probióticos en el 

campo de la acuicultura estuvieron basadas en los buenos resultados obtenidos con 
anterioridad tanto en el campo de la ganadería como en el de la medicina humana 
(Sakai, 1999). En dichos trabajos se estudió la influencia de la aplicación de probióticos 
sobre la fisiología, la nutrición y el metabolismo del huésped, al mismo tiempo que se 
trataba de determinar su posible papel protector frente a patógenos y oportunistas. 
(Gatesoupe, 1982; Kozasa y Wolter, 1986; Landolt, 1989; Matty, 1989; Robin, 1989). 
Es a finales de la década de los 80 cuando a partir de estos buenos resultados iniciales, 
el Grupo de Trabajo de Cultivo de Peces del “Consejo para la Exploración del Mar del 
Atlántico” (ICES) propuso en 1989 avanzar en ésta línea, dado el alcance que podría 
llegar a tener la aplicación de probióticos en la acuicultura. Desde este momento 
comienza a crecer el número de investigaciones sobre el empleo de probióticos en el 
cultivo de diferentes especies como son el rodaballo (Gatesoupe, 1991; García de la 
Banda et al., 1992; Munro et al., 1994), la trucha arcoíris (Olsson et al., 1992; Gram et 
al., 1999), el salmón (Austin et al., 1995), el bacalao (Gildberg y Mikkelsen, 1998) y el 
pez gato (Bly et al., 1997). Destacan especialmente los trabajos de revisión realizados 
por Ringo y Gatesoupe (1998), Gatesoupe (1999), Irianto et al. (2002) y Verschuere et
al. (2000). 

Uno de los criterios más empleados para la selección de potenciales probióticos en 
acuicultura es su capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias patógenas de peces 
(Austin et al., 1995; Gatesoupe, 1999; Gram et al., 1999). Desde que Rosenfeld y 
Zobell (1947) describieran la existencia de bacterias marinas productoras de antibióticos 
y el mar como reservorio de antagonistas, varios autores han estudiado la microbiota 
asociada a los peces, encontrando bacterias con esta capacidad pertenecientes a diversos 
géneros: Vibrio, Pseudomonas, Aeromonas, Bacillus, Lactobacillus, Carnobacterium y 
Streptococcus.   A   continuación   se   presentan  los  probióticos  más  estudiados  en  

 
Tabla 3. Aplicaciones de probióticos en acuicultura de peces 

Probiótico Parámetros Referencias 
Anguilla anguilla   
B. toyoi 
E. faecium SF68 MI, R, V Chang et al. (2002) 

Carassius auratus   
La. lactis R Sugita et al. (2009)  
Catla catla   
Efino ® S Raj et al. (2008) 
Cyprinus carpio   
Streptococcus faecium MI, N Bogut et al. (1998) 
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Tabla 3 (cont.) 

Probiótico Parámetros Referencias 
Dicentrarchus labrax   
L. delbrueckii delbrueckii CR, ES, I Carnevali et al. (2006) 
Lates calcarifer   
Lactobacillus sp. CC, CR, I, R Rengpipat et al. (2008) 
Epinephelus coioides   
L. plantarum I, R Son et al. (2009) 
Gadus morhua   
C.divergens MI, R Gildberg et al. (1998) 
C. maltaromaticum H, MI Ringo et al. (2010) 
Oncorhynchus mykiss   
La. lactis, Leu. Mesenteroides, L. sakei  R, I, MI Balcázar et al. (2007)a 
Leu. mesenteroides, L. plantarum  R, MI, CR Vendrell et al. (2008)a 
L. rhamnosus  R, CR Nikoskelainen et al. (2001)a 
L. rhamnosus  MI, I Nikoskelainen et al. (2003)a 
L. rhamnosus  MI, I Panigrahi et al. (2004)a 
L. rhamnosus  MI, I Panigrahi et al. (2005)a 
L. rhamnosus, B. subtilis, E. faecium  I Panigrahi et al. (2007)a,b 
E. faecalis  CC, CR, I, R Rodriguez-Estrada et al. (2009)a 
B. subtilis  R, MI, I Newaj-Fyzul et al. (2007) 
B. subtilis+B. licheniformis  R, I Raida et al. (2003)a 
B. subtilis+B. licheniformis  CC, N, MI, CR Bagerhi et al. (2008)a 
B. subtilis+B. licheniformis, E. faecium  CC, N, MI, CR, I Merrifield et al. (2009)a 
B. subtilis+B. licheniformis, E. faecium, 
P. acidilactici  H, MI Merrifield et al. (2010b)a 

Bacillus spp., A. sobria  R, I Brunt et al. (2007)a 
Bacillus spp., A. sobria  I Brunt et al. (2008) a 
Enterobacter cloacae, B. mojavensis  R, I Capkin and Altinok (2009)a 
P. acidilactici  CC, N, MI, CR, I Merrifield et al. (2011)a 
P. acidilactici, Sa. cerevisiae  CC, N, MI, CR, ME Aubin et al. (2005)a 
P. acidilactici, Sa. cerevisiae  R, I Quentel et al. (2004)a 
C. divergens, C. maltaromaticum  I Kim and Austin (2006; 2006)a 
C. inhibensa  R, MI Robertson et al. (2000)a 
A. sobria  R, I Brunt and Austin (2005)a,b 
A. sobria, Brochothrix thermosphacta  R, I Pieters et al. (2008)a 
A. sobria  R, I Arijo et al. (2008)a,b 
A. hydrophila, V. fluvialis, 
Carnobacterium spp., 
C. inhibens, V. alginolyticus and 
anunidentified Gram-positive coccus 

R, I, MI Irianto and Austin (2002)a 

A1-6 
V. fluvialis A3-47S 
A. hydrophila A3-51 
Carnobacterium BA-211 and 
unidentified Gram-positive coccus 

R, I Irianto and Austin (2003)a 

Ps. fluorescens, Pseudomonas strains, 
Carnobacterium strains R Spanggaard et al. (2001)a,b 

Ps. fluorescens  R, Gram et al. (1999)a,b 
Sa. cerevisiae,D. hansenii,R. glutinis  MI Andlid et al. (1995)a 
Sa. cerevisiae a EN, MI Waché et al. (2006)a 

Kocuria SM1 R, I Sharifuzzaman and Austin 
(2009)a 
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Tabla 3 (cont.) 

Probiótico Parámetros Referencias 
Oreochromis niloticus   
B. pumilus (Organic Green®) CC, R, CR, I Aly et al. (2008b) 
B. pumilus, B. firmus, A. hydrophila, 
Citrobacter freundii, Pseudomonas sp. R, V Aly et al. (2008a) 

Alchem poseidon® I, R Taoka et al. (2006) 
Poecilia reticulata, Poecilia sphenops, 
Xiphophorus helleri 
Xiphophorus maculatus 

  

B. subtilis CC, CR, EN, MI, R Ghost et al. (2007) 
Psetta maxima   
V. pelagius MI, S Ringo et al. (2008) 
L. plantarum 
Carnobacterium sp. R Gatesoupe, (1994) 

Salmo trutta   
La. lactis, Leu. mesenteroides, L. sakei  I, MI Balcázar et al. (2007)a 
La. lactis, Leu. mesenteroides,  R, I Balcázar et al. (2009)a 
Salmo salar   
C. inhibensa  R Robertson et al. (2000)a 
C. divergens R, MI, CR Gildberg et al. (1995)a 
L. delbrueckii  GH, R, MI Salinas et al. (2008)a 
C. divergens  GH, R, MI Ringø et al. (2007)b 
Ps. fluorescens R Gram et al. (2001) a,b 
Ps. fluorescens R Smith and Davey (1993)a 
V. alginolyticus R Austin et al. (1995)a,b 
Salvelinus alpinus   
Carnobacterium spp, L.plantarum, 
Streptococcus sp.,Leu.mesenteroides MI, N Ringo et al. (1998) 

Silurus glanis   
E. faecium M74 MI, N Bogut et al. (2000) 
Solea senegalensis   
S. putrefaciens, S. baltica CR, I, R Díaz-Rosales et al. (2009) 

S. putrefaciens, S. baltica CR, EN, H, N, R Sáenz de Rodrigáñez et al. 
(2009) 

Vibrio sp. 2J18 
Gram + J84 y Shewanella sp. 2J27 CR, MI, S Makridis et al. (2008) 

S. putrefaciens, S. baltica MI Tapia-Paniagua et al. (2010b) 

S. putrefaciens, S. baltica CC, CR, H, MI, N, 
R García de la Banda et al. (2010) 

Sparus aurata   
Cytophaga sp. Roseobacter sp., 
Ruergeria sp., Paracoccus sp., 
Aeromonas sp. Shewanella sp. 

S Makridis et al. (2005) 

L. fructivorans, L. plantarum,  H, I, S Picchieti et al. (2007) 
L. delbrueckii subps. lactis, B. subtilis H, I Salinas et al. (2008) 
S. putrefaciens CR, E, I, MT Varela (2010) 
S. putrefaciens, Pdp5, Pdp9, 51M6 R Chabrillón et al. (2006) 

Abreviaturas: CC Composición corporal, EN Enzimas, R Resistencia frente a patógenos, N Nutrición, H Histología, 
MI Microbiota, MT Metabolismo, CR Crecimiento, I Inmunología y Hematología, ME Malformaciones esqueléticas, 
V Viabilidad, S Supervivencia, ES Estrés. 
Abreviaturas taxonómicas.A. = Aeromonas, B. = Bacillus, C. = Carnobacterium, D. = Debaryomyces, E. = 
Enterococcus, L. = Lactobacillus, La. = Lactococcus, Leu. = Leuconostoc, P. =Pediococcus, Ps. = Pseudomonas, R = 
Rhodotorula, Sa. = Saccharomyces, S.= Shewanella, V. = Vibrio. 
a Estudios ‘in vivo’; b Estudios ‘in vitro’; c Experimentos de campo 
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se encuentran las bacterias lácticas (Lactobacillus, Streptococcus, Carnobacterium, 
Bifidobacterium, Leuconostoc, etc) (Tabla 3). En los últimos años, se han desarrollado 
nuevas técnicas de caracterización microbiológica, como la electroforesis en gel de 
gradiente desnaturalizante (PCR-DGGE) que analiza el 16S rDNA, permitiendo una 
visión más completa de la microbiota en estudio (Brunvold et al., 2007; Fjellheim et al., 
2007; Tapia-Paniagua et al., 2010a; Vadstein et al., 2010). Dicha caracterización 
microbiológica, en el caso de los ejemplares sanos, abre la posibilidad, de aislamiento 
de diferentes especies bacterianas con fines probióticos (Bordas et al., 2003; Ringo et 
al., 2008; Daniels et al.; Ferguson et al.). Los probióticos seleccionados primeramente 
son ensayados in vitro en el laboratorio respecto a su capacidad de inhibición frente a 
patógenos, adhesión al mucus, resistencia a la bilis, etc. y posteriormente in vivo 
(Skjermo y Vadstein, 1999; Gatesoupe, 2000; Makridis et al., 2000; Verschuere et al., 
2000; Huys et al., 2001). Su aplicación se puede realizar directamente en el medio de 
cultivo (Austin et al.,1995; Moriarty, 1999; Ringo y Birbeck, 1999),ó mediante 
bioencapsulación en el alimento vivo (rotífero y Artemia) durante las etapas larvaria y 
postlarvaria (Gatesoupe, 1991; Gómez-Gil et al., 2000; Robertson et al., 2000; Makridis 
et al, 2008; García de la Banda et al.,2008, 2009; Lobo et al.2009, 2010) ó incorporados 
en el pienso durante las etapas de destete y engorde (Rodrigañez et al., 2009; García de 
la Banda et al., 2010).  

Se ha observado que los probióticos ensayados “in vitro” son capaces de producir 
una mejora en la histología de los enterocitos de salmón (Ringo et al., 2007a, 2010; 
Salinas et al., 2008a), implementando los procesos de absorción y de eficiencia 
digestiva. La administración in vivo incorporado en la dieta modifica el intestino 
proximal de la trucha arcoiris, presentando microvellosidades más alargadas (Merrifield 
et al., 2010e), como también se observa en dorada (Pichietti et al., 2007). Dado que en 
los peces, la microbiota intestinal es una de las primeras barreras defensivas contra 
infecciones (Ringo y Olsen, 2008; Ringo et al., 2010b) una de las áreas de investigación 
de creciente interés en acuicultura está siendo la aplicación de probióticos. Se ha 
demostrado que la microbiota intestinal está implicada en la regulación de la expresión 
de numerosos genes en el tracto digestivo que están involucrados tanto en el control de 
la proliferación del epitelio, como en el metabolismo de los nutrientes y en la respuesta 
inmune innata (Rawls et al., 2004). Al igual que en el caso del hombre, se ha observado 
como la administración de probióticos produce una modulación en la composición de la 
microbiota intestinal de los peces. (Garrido et al., 2005;  Gómez y Balcázar, (2008)  
Tanto dicha modulación de la microbiota, como la mejora de la histología del tracto 
digestivo descrita en el párrafo anterior, pueden contribuir a una mejor nutrición del 
huésped (Merrifield et al., 2010a). También en los trabajos de Buts et al., 1999 y de 
Waché et al., (2006e) y Tovar-Ramírez et al. (2004) con trucha arcoiris se observa 
como los probióticos intervienen en la activación enzimática y en la maduración 
intestinal. De este modo, dichos aditivos contribuirían a una mayor digestibilidad y 
aprovechamiento nutritivo de la dieta (Lin et al., 2004). Algunos autores han descrito 
incrementos en las tasas de crecimiento e índices de conversión (Wang et al., 2008) y 
otros incluso han demostrado la relación existente entre la aplicación de probióticos y la 
adición extra de minerales en dieta con la disminución de la tasa de malformaciones 
esqueléticas (Merrifield et al., 2010a). 

Asímismo se ha observado como la adición probiótica en dieta estimula el sistema 
inmune innato y adquirido de los peces (Nikoskelainen et al., 2001, 2003; Balcázar et
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al., 2006b; Kim y Austin, 2006; Panigrahi et al., 2007; Brunt et al., 2008, Pieters et al., 
2008; Merrifield et al., 2010b, c). Por esta razón, su aplicación en la etapa larvaria, 
dónde el sistema inmune está menos desarrollado, está siendo objeto de estudio. 
Además en el cultivo de peces, es en estas primeras etapas de vida cuando se llevan a 
cabo manipulaciones periódicas asociadas a los procesos de clasificación por tamaños y 
transporte de unas instalaciones acuícolas a otras, aumentando el estrés (Cnaani et al., 
2004; Fast et al., 2006) y la susceptibilidad a infecciones (Arockia Raj et al., 2008). 
Respecto a la respuesta frente al estrés se ha demostrado como Lactobacillus
delbrueckii delbrueckii mejora el crecimiento y reduce los niveles de cortisol en lubina 
(Carnevalli et al., 2006). Mientras que Lactobacillus fructivorans y Lactobacillus
plantarum evitan niveles altos de colesterol en juveniles de dorada sometidos a estrés 
agudo (Rollo et al., 2006). Asímismo Varela et al., (2010) han demostrado que la 
adición de S..putrefaciens en dieta mejora el crecimiento y la resistencia frente al estrés 
en doradas cultivadas en condiciones de alta densidad. 

Por todo ello y dado el creciente interés de promover un adecuado estado 
fisiológico de los ejemplares en cultivo, los estudios sobre el empleo de probióticos en 
acuicultura marina han experimentado un incremento enorme en los últimos 25 años. 
Dicho incremento ha ido paralelo al de la aplicación de probióticos en otros ámbitos 
(Fig. 10). Así a mediados de los años 90 el número de investigaciones sobre probióticos 
en acuicultura era de 2-3 al año, mientras que en la actualidad esta cifra se sitúa ya en 
25 publicaciones anuales.  
 

 
Figura 10. Evolución de publicaciones relacionadas con el empleo de probióticos en acuicultura 

 
Las investigaciones con probióticos en acuicultura tienen en última instancia un 

enfoque hacia su aplicación a escala industrial. Por esta razón  además de necesitar una 
correcta combinación de nutrientes, una selección de materias primas y un proceso de 
producción adecuado de los piensos comerciales, precisa establecer unas condiciones 
zootécnicas de cultivo e higiene que favorezcan el crecimiento saludable de los 
ejemplares. 
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5.3. Probióticos en lenguado senegalés 
Como ha quedado reflejado en el anterior apartado para llegar a emplear  un 

probiótico en el cultivo industrial de una determinada especie de pez se han de realizar 
numerosos ensayos previos. Tras una selección inicial “in vitro” como potencial 
probiótico (inhibición frente a patógenos, alta capacidad de adhesión al mucus 
intestinal, resistencia a las sales biliares del huésped, etc.), el candidato habrá de 
demostrar “in vivo” ausencia de patogenicidad y evidencia científica de que ejerce algún 
efecto beneficioso específico sobre la especie de cultivo estudiada (protección frente a 
patógenos, estimulación del crecimiento, aumento de la respuesta inmune, etc.). 
También será necesario probar su supervivencia en el interior del tracto digestivo de los 
ejemplares y su viabilidad durante periodos prolongados de almacenamiento. 
Finalmente el probiótico deberá superar todos los pasos tecnológicos previos a su 
comercialización. 

En el caso del uso de probióticos para el cultivo del lenguado senegalés hay que 
remontarse a los primeros ensayos realizados en Japón con la lenguado japonés 
(Paralichthys olivaceus) a comienzos de la anterior década. Así, Sugita et al. (2002) 
aislaron cepas bacterianas procedentes del intestino de larvas y alevines de esta especie
que inhibían el crecimiento de P. damselae subsp. piscicida, patógeno muy virulento 
que queda remanente en los ejemplares. Estudios posteriores demostraron que la 
administración del preparado comercial Alchen Poseidon (Bacillus subtilis, 
Lactobacillus acidophilus, Clostridium butyricum y Sacharomyces cerevisiae) 
incrementaba la resistencia frente al estrés en los ejemplares de lenguado japonés 
cultivados en circuito cerrado (Taoka et al., 2006). 

En nuestro país, fue en la Universidad de Málaga (UMA), en dónde Chabrillón et
al. (2004) aislaron por primera vez, a partir de mucus de piel de dorada cultivada en 
buen estado de salud, varias cepas con efecto antagónico “in vitro” frente a diversos 
patógenos de lenguado senegalés y dorada. Entre las bacterias aisladas, se encontraron 
Shewanella putrefaciens (Pdp11) y Shewanella báltica (Pdp13). Otras especies 
pertenecientes al mismo  género han sido aisladas con posterioridad también a partir de 
ejemplares de bacalao y de lenguado japonés procedentes del medio natural (Satomi et 
al., 2006; Satomi et al., 2007), así como de intestino de lenguado senegalés alimentado 
con presa natural (Makridis et al., 2004; Martín-Antonio et al., 2007). Algunas cepas de 
éste género también se han propuesto como posibles probióticos para peces en cultivo 
(Makridis et al., 2005; Makridis et al., 2008; Sáenz de Rodrigañez et al., 2009). 

Existen diferentes vías de entrada de un patógeno bacteriano en los peces: piel, 
branquias y tracto digestivo (Ringo, 2004; Ringo et al., 2007), en donde siempre la 
adhesión a la mucosa resulta clave (Namba et al., 2007). Por ello, la capacidad de 
adhesión a la mucosa es uno de los criterios más importantes de selección de  
probióticos (Vine et al., 2004a; Vine et al., 2004b). En su tesis doctoral en la UMA, 
Chabrillón (2004) realizó un intenso trabajo preliminar estudiando varias cepas de piel 
de dorada además de las anteriormente citadas (Pdp11 y Pdp13). Éstas dos cepas 
seleccionadas no son patógenas para el lenguado senegalés y presentan una alta 
capacidad de adhesión y crecimiento en el mucus de dorada. Aunque ambas bacterias 
son capaces de inhibir el crecimiento “in vitro” de la especie P. damselae subsp. 
piscicida (Chabrillón et al., 2005), Pdp13 inhibió además al 90% de los patógenos que 
Chabrillón, (2004) ensayó durante su tesis , mientras que Pdp11 lo hizo frente al 60% de 



Introducción 

52 

los mismos. Sin embargo Pdp11 es capaz de inhibir también el crecimiento de algunas 
cepas virulentas de las especies patógenas para el lenguado senegalés V. harveyi, V. 
alginolyticus y V. anguillarum (Chabrillon et al., 2005; Chabrillón et al., 2005; 
Chabrillón et al., 2006). Los mecanismos de inhibición empleados por Pdp11 y Pdp13 
frente a  P. damselae subsp. piscicida y V. harveyi  son de competición y de 
desplazamiento (Chabrillon et al., 2005; Chabrillón et al., 2005), que son estrategias de 
antagonismo frente a patógenos descritas en múltiples publicaciones (Hjelm et al., 
2004; Makridis et al., 2005). Asimismo ambas cepas son resistentes a la bilis, 
presentando ligeras diferencias en cuanto a la capacidad de adhesión al mucus (Pdp11 
8,8-12,7%; Pdp13 5,8-8,6%).       

Estudios posteriores desarrollados en la UMA, han demostrado que la 
administración en dieta de células de Pdp11 inactivadas por calor, produce un aumento 
significativo en la capacidad fagocítica de los leucocitos del riñón-cefálico en la dorada 
(S. aurata) (Díaz-Rosales, 2006). Sin embargo, esta misma cepa, inactivada por calor, 
no promueve “in vitro” un aumento significativo en los parámetros de la respuesta 
inmune innata, tales como son el  contenido de la leucocito peroxidasa y del estallido 
respiratorio de los leucocitos del riñón cefálico en esta especie (Salinas et al., 2006).  

Asimismo, trabajos llevados a cabo con posterioridad en la UMA conjuntamente 
con la Universidad de Almería (UA), han demostrado que la adición de células 
liofilizadas de Pdp11 en dieta aumenta significativamente el estallido respiratorio de los 
fagocitos del riñón cefálico, frente a los de los ejemplares que recibieron dieta control o 
suplementada con Pdp13 (Díaz-Rosales et al., 2009). Estos resultados parecen 
interesantes pues Barnes et al. (1999) habían detectado con anterioridad una alta 
susceptibilidad de P. damselae subsp. piscicida a los radicales generados durante el 
estallido respiratorio. 

También en la UMA, García-Millán et al. (2009) demostraron que Pdp11 presenta 
reacción cruzada frente a anticuerpos específicos sintetizados por especímenes de 
lenguado senegalés contra P. damselae subsp. piscicida. Este efecto del probiótico 
sobre el sistema inmune adaptativo ha sido asimismo descrito por Arijo et al. (2008), 
igualmente del equipo de la UMA, quienes observaron cómo la adición de cepas 
probióticas vivas daba lugar a la expresión de anticuerpos de reacción cruzada frente a 
proteinas de membrana (OMPs) y productos extracelulares (ECPs) de V. harveyi. 

Por otro lado, la administración de Pdp11 y Pdp13 en dieta aumenta la actividad 
leucin aminopeptidasa en el intestino distal de los ejemplares que recibieron ambas 
dietas probióticas, frente a los peces alimentados con la dieta control (Sáenz de 
Rodrigañez et al., 2009). Estos resultados  muestran una mayor eficiencia de la 
funcionalidad digestiva. Resultados similares han sido observados por Tovar-Ramírez et
al. (2002) en lubina y Waché et al. (2006) en trucha arco-iris. 

También en las instalaciones del Instituto español de Oceanografía (Laboratorio 
de Santander) trabajando en colaboración con la UMA, se ha observado que la 
administración de Pdp11 bioencapsulado en rotífero o Artemia promueve un mayor 
crecimiento y calidad a nivel larvario y de destete en lenguado senegalés (Lobo et al., 
2010)(García de la Banda et al.,  2008, 2009) a la vez que modula la microbiota 
intestinal (Tapia-Paniagua et al., 2009b). 



Introducción 

53 

Los estudios que presento a continuación, y que constituyen esta tesis, suponen un 
avance en el conocimiento de los efectos que Pdp11 y Pdp13, administrados en dieta, 
tienen sobre lenguado senegalés en engorde. Se investigan parámetros de crecimiento, 
metabólicos, histológicos y de composición corporal, influencia en la microbiota 
digestiva, inmunología y promoción de la resistencia frente a patógenos. Aportan  
resultados novedosos en cuanto a la influencia de estos microorganismos y además 
contrastan ambas cepas entre sí. También se comparan dos formas de adición de las 
mismas, en fresco o liofilizado. Estos estudios son un paso más hacia el objetivo final 
de seleccionar probióticos para su futuro uso industrial en el cultivo intensivo del 
lenguado senegalés. 

Se enmarcan en la participación que el Instituto Español de Oceanografía (C.O. 
Santander), tiene dentro de los PN de lenguado, financiados por JACUMAR, 
mencionados anteriormente. 
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OBJETIVOS 

El objetivo del presente trabajo es el estudio de la influencia de las cepas 
probióticas  Shewanella  putrefaciens (Pdp11) y Shewanella  baltica (Pdp13), 
incorporadas en piensos comerciales, sobre el engorde del lenguado (Solea senegalensis 
Kaup 1858). 

 

Para ello se abordaron los siguientes objetivos parciales: 

1. Influencia de la alimentación con probióticos sobre el crecimiento y salud de 
lenguados cultivados: 

• Crecimiento  

• Composición corporal 

• Condición histológica 

• Parámetros metabólicos 

• Parámetros inmunológicos 

2. Efecto protector de los probióticos frente a infecciones experimentales con el 
patógeno Photobacterium damselae subsp. piscicida.  

3. Estudio de la influencia de los probióticos sobre la microbiota intestinal de los 
peces. 

4. Optimización del método utilizado para la incorporación de los probióticos en 
los piensos y su posterior administración a los peces. 

5. Caracterización bioquímica y enzimática de las cepas utilizadas. Ensayos de 
inhibición “in vitro” frente a patógenos. 

 

Para lograr los objetivos propuestos en este trabajo, a continuación se presentan 
los distintos ensayos realizados: 

Ensayo PROBIO 1. El probiótico Pdp11 fresco se incorporó dentro del pienso y 
se adicionó a juveniles de Solea  senegalensis en engorde. Se estudió su efecto sobre el 
crecimiento, composición corporal y resistencia frente a infección experimental con 
Photobacterium. damselae subsp. piscicida. Tanto la reducida viabilidad bacteriana 
obtenida en el pienso como el laborioso método de fabricación fueron implementados 
en el siguiente ensayo. 

Ensayo PROBIO 2. Se ensayó una nueva metodología de fabricación del pienso 
que incluía alginato cálcico para facilitar la incorporación de las cepas bacterianas al 
mismo. Se emplearon en este caso Pdp11 y Pdp13 liofilizadas, bacterias próximas 
taxonómicamente. Se comparó su eficacia frente a los parámetros anteriormente 
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analizados y además se estudió su influencia a nivel histológico en músculo, hígado e 
intestino, así como sobre la modulación de la microbiota intestinal ejercida en juveniles 
de S. senegalensis en engorde. La viabilidad bacteriana aún hubo de implementarse en 
el siguiente ensayo. 

Ensayo PROBIO 3. Se utilizaron las cepas Pdp11 y Pdp13 frescas, con 
incorporación en alginato, para implementar la viabilidad bacteriana en pienso. Se 
analizaron las características metabólicas y bioquímicas de estas cepas y se llevaron a 
cabo estudios de inhibición “in vitro” frente a P. damselae subsp. piscicida y Vibrio 
harveyi. Asimismo, se incorporaron las cepas probióticas frescas en dieta y se observó 
su efecto sobre los parámetros anteriormente estudiados, determinándose también 
parámetros inmunológicos en ejemplares de S. senegalensis en engorde. 

Ensayo PROBIO 4. En base a los resultados obtenidos en los tres ensayos 
anteriores, se seleccionó la cepa Pdp11 y se incorporó fresca y liofilizada con alginato 
cálcico en dieta. Se investigó la reducción del tiempo de adición probiótica sobre la 
protección frente a P. damselae subsp. piscicida. Se contrastó el efecto probiótico sobre 
el estado fisiológico, histológico e inmunológico de los ejemplares Asimismo, se 
estudió la modulación de la microbiota intestinal en los peces durante el suministro 
probiótico y 30 días después, a fin de conocer si esta modulación estaba asociada a la 
colonización del intestino. Finalmente, se determinaron las características enzimáticas 
del probiótico suministrado y el perfil de ácidos grasos de las dietas utilizadas. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

En este apartado, primero se describen las metodologías aplicadas a los 
microorganismos y a los ejemplares de Solea senegalensis en cultivo. En segundo lugar, 
se presentan los protocolos para la preparación de las dietas probióticas empleadas a lo 
largo de la tesis. Posteriormente, se describen las metodologías utilizadas en la 
determinación de los parámetros que se investigan. El apartado concluye con la 
descripción detallada de los cuatro ensayos experimentales realizados y los análisis 
específicos llevados a cabo en cada una de ellos.  

1.- Microorganismos empleados
Para la realización de todos los ensayos se utilizaron las dos cepas probióticas 

Shewanella putrefaciens Pdp11 (Pdp11) y Shewanella baltica Pdp13 (Pdp13) aisladas a 
partir de mucus de dorada (Sparus aurata) cultivada sana. Dichas cepas fueron 
seleccionadas por sus especiales características, ya comentadas en la introducción de 
esta tesis.

Ambas cepas Pdp11 y Pdp13, se cultivaron en tubos con 5 mL de caldo de soja 
triptona (Oxoid Ltd., Basingstoke, Inglaterra) con cloruro sódico hasta conseguir una 
concentración final del 2% (TSBs) durante 18 horas a 22 ºC, en continua agitación. Con 
el fin de conseguir un crecimiento confluente de los probióticos, y así obtener una 
cantidad suficiente para ser incorporados en pienso ó para otros usos, dichos 
microorganismos fueron cultivados en placas de agar de soja y triptona (Difco TM, 
Sparks, Estados Unidos) suplementadas con cloruro sódico hasta alcanzar una 
concentración final del 2% (TSAs). Las placas fueron incubadas a 22ºC durante 24 
horas. Transcurrido este tiempo, se prepararon las suspensiones bacterianas adicionando 
a las placas de TSAs crecidas, un volumen de 1mL de tampón fosfato salino (PBS, pH 
7,4). Se recogieron las células con una espátula estéril. La concentración bacteriana de 
la suspensión fue determinada por colorimetría a 600 nm mediante el espectofotómetro 
Hach DR/2500 (Loveland, Colorado, Estados Unidos). 

Para la conservación de los dos probióticos se utilizaron tubos troncocónicos 
Falcon de 50 mL, en los que eran introducidas las bacterias frescas que iban a ser 
congeladas a -80ºC hasta su posterior uso. Cuando iban a ser utilizadas, las bacterias 
eran descongeladas a temperatura ambiente y se sembraban con asa de platino por 
cuadrantes en placas de TSAs (Difco), incubándose a 22 ºC durante 24 horas, 
comprobándose siempre la viabilidad y pureza del cultivo.  

Una vez comprobada la pureza del cultivo, las bacterias Pdp11 ó Pdp13 podían ya 
ser incorporadas al pienso en su forma fresca ó liofilizada previa determinación de la 
concentración de las mismas. 

En el caso de que la incorporación al pienso de Pdp11 ó Pdp13 fuese en su forma 
liofilizada, las bacterias también eran recogidas de las placas mediante un porta estéril 
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hasta hacer una masa. Posteriormente, se introducían en tubos Falcon de 50 mL, que 
primero eran congelados a -80 ºC, y posteriormente liofilizados durante al menos 12 
horas en un liofilizador FTS Flexi-dry modelo FD-1-84D-O (FTS Systems, Inc. NY, 
Estados Unidos) equipado con una bomba de vacío de 2400 A (Alcatel Cit, Annecy 
Cedex, Francia). Este último proceso fue siempre realizado a una presión de 0,075 mbar 
y, una vez concluido, se procedió a la determinación de la viabilidad de los liófilos. Para 
ello, 1 g de liófilo era resuspendido en una solución de PBS. A partir de esta solución se 
realizaban diluciones seriadas, que eran posteriormente sembradas en placas de TSAs e 
incubadas a 22 ºC durante 48 horas para la determinación del número de bacterias 
cultivables presente en la muestra. Esta determinación se hacía por contaje directo. Para 
la realización de las infecciones experimentales, se utilizó la cepa Lg41/01 de 
Photobacterium damselae subsp. piscicida. En los ensayos de inhibición in vitro se 
emplearon las cepas Lg16/00 de Vibrio harveyi y la cepa Lg41/01 de P .damselae 
subsp. piscicida. Ambas cepas fueron cultivadas tanto en medio TSBs como en TSAs 
de la misma forma que ha sido explicado anteriormente para las dos bacterias 
probióticas, teniendo en cuenta que los tiempos de incubación para V. harveyi y P. 
damselae subsp. piscicida fueron de 24 y 48 horas, respectivamente.  

Todas las cepas bacterianas empleadas fueron preparadas y suministradas por el 
Departamento de Microbiología de la Universidad de Málaga (Tabla 1). La actividad 
enzimática de las cepas probióticas utilizadas fue asimismo determinada (VITEK y 
API-ZYM). 

 
Tabla 1. Cepas bacterianas empleadas en los diferentes ensayos realizados. 

Cepa Órgano Especie Año DL50 
Vibrio harveyi Lg16/00 Hígado Solea senegalensis 

enfermo 2000 7,4x104 ufc/g 

Photobacterium damselae subp. 
piscicida Lg41/01 Hígado Solea senegalensis 

enfermo 2001 2,8x104 ufc/g 

Shewanella putrefaciens Pdp11 Piel Sparus aurata 2002 - 
Shewanella baltica Pdp13 Piel Sparus aurata 2002 - 

1.1.  Capacidad inhibitoria de los probióticos Pdp11 y Pdp13 frente a los 
patógenos P. damselae subsp. piscicida y V. harveyi

La capacidad inhibitoria de los probióticos Pdp11 y Pdp13 frente a P. damselae 
subsp. piscicida y V. harveyi (dos de los principales patógenos del lenguado senegalés) 
se ensayó mediante la determinación de la producción de sustancias inhibidoras frente a 
dichos patógenos. Asimismo, se valoró sí dicha actividad inhibidora se presenta 
también en los probióticos liofilizados, en los productos extracelulares (ECPs) en fresco 
ó inactivados por calor y en un extracto procedente de las cepas liofilizadas. 

La técnica que se empleó para valorar la actividad antimicrobiana de los 
probióticos fue la del co-cultivo. Para la realización de esta prueba, los probióticos 
fueron cultivados en TSAs, según la metodología descrita con anterioridad, 
recogiéndose la masa bacteriana resultante tras su incubación. Una parte de la masa 
bacteriana fue liofilizada. La obtención de las ECPs frescas a partir de las cepas 
probióticas se realizó siguiendo el protocolo descrito en la siguiente sección 1.1.1. Para 
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comprobar que las sustancias inhibidoras existentes en los ECPs son ó no termolábiles, 
se calentaron a 80 ºC durante 60 min. Respecto a la obtención de los extractos de 
liofilizados a partir de ambas cepas probióticas, se suspendieron los liófilos en una 
solución salina estéril tamponada con fosfato (PBS, pH 7,4) hasta alcanzar una 
concentración de 50 mg mL-1. Posteriormente, mediante la aplicación de una ruptura 
por ultrasonidos (2 min, 50W de potencia) se logró un primer extracto. Dicho extracto 
fue centrifugado a 6000 xg, extrayéndose únicamente el sobrenadante que fue filtrado 
(22 μm de poro) para su esterilización. 

Las dos cepas patógenas empleadas se suspendieron en una solución salina estéril 
tamponada con fosfato (PBS, pH=7,4) hasta conseguir una turbidez cercana al 0,5 de 
McFarland (equivalente a una concentración de 108 ufc mL-1). Posteriormente, se 
sembraron sobre toda la superficie de la placa de TSAs mediante un hisopo estéril. Una 
vez sembradas las placas, se procedió a la realización de unos pocillos (de 7.5 mm de 
diámetro) sobre la superficie de las mismas con la ayuda de una pipeta Pasteur estéril. 
Dichos pocillos fueron rellenados completamente con de 50 a 100 μL de la solución de 
cada parámetro seleccionado (bacteria fresca, bacteria liofilizada, ECPs frescas e 
inactivadas por calor ó extracto del liofilizado) hasta su llenado completo. 

Las placas se incubaron durante 48 horas, tiempo suficiente para dejar crecer a los 
patógenos sobre la superficie. En el caso de la existencia de inhibición por parte de los 
probióticos y extractos, se observó un halo de inhibición en el crecimiento de dichos 
patógenos alrededor de los pocillos. 

 

1.2. Obtención de Proteínas extracelulares (ECPs) de los probióticos Pdp11 
y Pdp13  

La obtención de las ECPs frescas a partir de las cepas probióticas se realizó 
mediante la técnica de Liu (1957). Para la extracción de las ECPs se sembraron ambas 
cepas probióticas en 10 placas de TSAs yse incubaron a 22 ºC durante 48 horas. Una 
vez trascurrido este tiempo, se eligió una de las colonias en cada una de las diez placas. 
Dichas colonias se inocularon en tubos con 3 mL de caldo TSBs. Posteriormente, de 
dichos tubos se tomaron 0,1 mL que se extendieron sobre una placa de TSAs cubierta 
por una lámina de celofán estéril, que fue incubada durante 48 horas a 22 ºC. Todas las 
células de probiótico crecidas en dichas placas fueron recogidas y resuspendidas con 2 
mL de agua estéril por placa mediante una micropipeta y centrifugadas a 13500 xg 
durante 20 minutos a 4 ºC. Los sobrenadantes fueron filtrados con filtros de acetato de 
celulosa de 0.22μm de diámetro de poro (Millipore, España) y utilizados ya como 
preparación de ECPs. Conservándose  -20 ºC hasta su uso posterior.  
 
 

2.- Peces y dietas experimentales
2.1. Condiciones de cultivo y crecimiento de los ejemplares 

Todas las experiencias del presente trabajo fueron realizadas en la planta de 
cultivos marinos “El Bocal” perteneciente al C.O. de Santander, con juveniles de 
lenguado senegalés (Solea senegalensis),  de tamaños medios iniciales entre 10,5 y 26,7 
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g. Dichos ejemplares fueron siempre distribuidos al azar (140 - 200 peces m-2) en 
tanques provistos de agua de mar (150 - 500 L) con circuito abierto (salinidad 35,4 g L-1 
y temperatura 16,6 - 19,2 ºC) y cubiertos por una malla de sombreo que permitió una 
iluminación de 50 lux. Todos los  individuos utilizados tuvieron un periodo de 
aclimatación de dos semanas previo al inicio de las experiencias y fueron alimentados 
con diferentes piensos comerciales, (Skretting, Burgos, España). 

Para determinar el crecimiento en longitud y peso de los ejemplares se realizaron 
muestreos periódicos con la ayuda de un ictiómetro y una balanza. El valor del peso 
obtenido en cada muestreo se utilizó además para ajustar la ración alimenticia diaria 
(10-20 g kg-1).  

La tasa de crecimiento específico en peso (SGR) fue calculada usando la ecuación 
SGR = (ln Pf - ln Pi) / (tf - ti) x 100 

donde Pf, tf, Pi y ti son el peso (g) y tiempo (días) al final y al principio de la 
experiencia, respectivamente.  

También se determinó la Producción neta (PN) como: 
PN = Bf – Bi 

donde la Bf es la biomasa final (g) y la Bi es la biomasa inicial (g) 
La supervivencia fue calculada a lo largo de todo el periodo experimental. 
Las dietas experimentales, con el probiótico incorporado, fueron preparadas 

inicialmente (ensayos PROBIO 1 y 2) en el Departamento de Microbiología de la 
Universidad de Málaga, y posteriormente, tras la transferencia del protocolo entre 
centros (ensayos PROBIO 3 y 4), en el Instituto Español de Oceanografía (Santander). 
En esta tesis se probaron tres protocolos diferentes de incorporación de las cepas 
probióticas Pdp11 y Pdp13 a la dieta base. La alimentación de los ejemplares fue 
suministrada de forma manual a lo largo de todas las experiencias según las siguientes 8 
tomas (9:30, 12:30, 15:30, 18:30, 21:30, 0:30, 3:30 y 6:30 horas).  

2.2. Preparación de las dietas experimentales 
2.2.1. Incorporación del probiótico fresco en pienso y posterior peletización

Para la preparación de la dieta experimental peletizada, se sembraron placas de 
TSAs con el probiótico (según el protocolo detallado con anterioridad en la sección 1), 
hasta obtener una concentración de 109 ufc Kg-1 de pienso. Dicha dosis fue descrita 
como efectiva para ejemplares de S. aurata y S. senegalensis, según (Díaz-Rosales, 
2006; Díaz-Rosales, et al., 2006). Las placas de TSAs fueron sembradas en césped 
mediante un hisopo estéril e incubadas a 22 ºC durante 24 horas, Transcurrido este 
tiempo la masa bacteriana se recogió de las placas y se disolvió en una solución salina 
estéril tamponada con fosfato (PBS, pH 7,4). 

Una vez pesada la cantidad necesaria de pienso, se molió con una batidora en un 
recipiente, sobre el que se añadió la solución de PBS con probiótico (70 mL de solución 
con probiótico por 100 g de pienso). Para lograr una mezcla homogénea en la solución 
con el pienso, se removió toda la masa con una batidora. Durante todo el proceso de 
amasado se cuidó que la masa resultante no se pegara ni a las paredes del recipiente ni a 
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la varilla de la batidora. El amasado final fue manual. Una vez lograda una masa 
homogénea, se montó la picadora, colocando la hélice y la placa perforada adecuada al 
tamaño de gránulo del pienso a fabricar. Se procedió entonces a cebar la picadora con la 
masa obtenida, hasta lograr la salida del pienso en tiras. El pienso así preparado fue 
secado a temperatura ambiente sobre papel de filtro y posteriormente fue deshecho de 
forma manual.  

Todo el proceso de fabricación de pienso peletizado con probiótico se realizó con 
una periodicidad quincenal, conservándose a 4 ºC hasta su posterior utilización.  

 
2.2.2 Incorporación del probiótico fresco ó liofilizado en el pienso ya peletizado

Para la preparación de estas dos dietas experimentales se precisaron 6 placas de 
TSAs con probiótico por Kg de pienso. Dichas placas fueron sembradas en césped 
mediante un hisopo estéril e incubadas a 22 ºC durante 24 horas. Transcurrido este 
tiempo, la masa bacteriana se recogió de las placas y ó bien se empleó en el momento 
(probiótico fresco) ó se liofilizó. 

Una vez pesada la cantidad necesaria de pienso, las células bacterianas, frescas ó 
liofilizadas, se suspendieron en una solución de alginato sódico al 0,5 % (Sigma-
Aldrich, Madrid, España). Dicho compuesto se emplea debido a su inocuidad (para 
bacterias y animales) y por sus propiedades gelificantes. La suspensión bacteriana así 
preparada (100 mL kg-1 de pienso), se espolvoreó sobre los gránulos de pienso 
mezclándose mediante agitación continua durante 10 minutos por medio de una 
batidora. A los diez minutos, se obtuvo una mezcla uniforme sobre la que se pulverizó 
rápidamente una solución de cloruro cálcico 50 mM (80 mL kg-1) bajo agitación 
continua, obteniéndose un gel. La gelificación ocurre desde la superficie hacia el 
interior, produciéndose una cobertura superficial que atrapa las células bacterianas en la 
superficie de los gránulos de pienso. El pienso así adicionado fue secado a temperatura 
ambiente durante 15 minutos, periodo tras el cual estaba listo para su utilización, 
pudiendo asimismo ser conservado (4 ºC) durante quince días. La dosis de probiótico 
empleada fue la misma que la descrita en la sección anterior 2.1 (109 ufc g-1). Este 
mismo protocolo se utilizó para la producción de la dieta control con alginato, a 
excepción de la adición del probiótico.  
 
2.2.3. Viabilidad de los probióticos incluidos en el pienso 

Con el fin de determinar el tiempo de vida de los dos probióticos (Pdp11 y Pdp13) 
tras su incorporación a los piensos (según las metodologías descritas en 2.2.1 y 2.2.2), 
se realizó un estudio de viabilidad. 

Los piensos con los probióticos incorporados fueron almacenados a 4ºC y a 
distintos intervalos de tiempo (0, 5, 10 y 15 días). Se recogieron muestras de 2 gr por 
réplica para determinar la viabilidad de las bacterias utilizadas. 

Cada réplica de 2 g de pienso (3 réplicas por dieta) se mezcló con 20 mL de 
solución salina estéril tamponada PBS (pH= 7,4). La mezcla fue agitada para disgregar 
el pienso y solubilizar su contenido en la solución tampón. A continuación, las muestras 
fueron centrifugadas a 300 xg durante 5 min, para precipitar la parte insoluble, 
quedando en el sobrenadante las partículas menos pesadas y, entre ellas, las bacterias. 
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Una vez recogido el sobrenadante, se realizaron diluciones seriadas en PBS. Dichas 
diluciones (10 μL por cada dilución) se sembraron por triplicado en placas de TSAs y se 
incubaron a 22 ºC durante 48 horas. Posteriormente, se determinó la concentración 
bacteriana existente mediante la realización del contaje directo  de las colonias 
presentes en las placas.  
 
 

3. Infecciones experimentales
Con el objeto de comprobar la protección conferida por los probióticos frente a la 

especie patógena P. damselae subsp. piscicida, se realizaron varias infecciones 
experimentales que tuvieron una duración de 21 días. Los ejemplares, elegidos al azar, 
fueron aclimatados una semana antes del comienzo de la prueba, manteniéndose en 
acuarios de 60 L (35,4 g L-1 salinidad y 22-23 ºC), cubiertos con una malla de sombreo 
(50 lux). La renovación diaria de agua fue del 100%  y la alimentación se llevó a cabo 
según una toma diaria (1 % de la biomasa).  

Cada duplicado de veinte peces por dieta fue anestesiado con una solución de 
aceite de clavo (87% eugenol, Guinama, Valencia, España) y etanol 96% (v/v) de 40 
ppm, según protocolo de de la Gándara et al. (2003). Una vez anestesiados los 
ejemplares, se les inoculó intraperitonealmente con P. damselae subsp. piscicida 
Lgh41/01. En todos los casos, las dosis elegidas fueron de 4.8x104 - 2.4x105 ufc g-1, 
dada la dosis letal 50 (DL50) registrada para lenguado por Díaz-Rosales et al. (2009). 
Diariamente y a lo largo de todas las experiencias, se registró la mortalidad en todos los 
grupos estudiados, comprobándose la presencia ó no del patógeno en los órganos 
internos de los ejemplares muertos (bazo, hígado y riñón), mediante siembra de los 
mismos en placas de TSAs (22 ºC durante 48 horas) y posterior confirmación con el test 
de anticuerpos Mono-Pp (BIONOR, Skien Noruega).  

Una vez finalizadas las pruebas y para poder evaluar la eficacia del probiótico 
añadido, se calculó el porcentaje de supervivencia relativa (RPS) descrito por Amend 
(1981) como: 

RPS = [1- (% MP / % MC)] x 100 
donde % MP es el porcentaje de mortalidad de los peces alimentados con el probiótico, 
y % MC es el porcentaje de mortalidad de los peces control 

4. Análisis bioquímicos en probióticos, pienso, hígado y músculo de 
ejemplares

Para la determinación de la existencia ó no de diferencias a nivel de composición 
corporal entre los ejemplares alimentados con las dietas estudiadas al término de todas 
las experiencias, se tomaron al azar seis juveniles de lenguado senegalés de cada dieta. 
Dichos peces fueron anestesiados con una solución de aceite de clavo y etanol (40 ppm) 
como quedó descrito en la sección anterior. Seguidamente, se extrajeron muestras del 
músculo del lado ciego de la zona media dorsal pigmentada, tras la eliminación de la 
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piel. Asimismo, se tomaron muestras del hígado. Todas las muestras fueron conservadas 
a -80 ºC hasta su posterior análisis. También se determinó por triplicado la composición 
proximal de uno de los piensos utilizados y de las dos cepas probióticas ensayadas.

4.1. Medida de proteínas 
La concentración de proteínas fue determinada por el método de Bradford (1976). 

Dicho método está basado en la reacción que tiene lugar en la solución acuosa del 
reactivo Comasie G-250 ó de Bradford. Este reactivo, en presencia de ácido fosfórico y 
en un entorno hidrofóbico proteico, produce una coloración azul intensa, susceptible de 
ser medida por espectrofotometría a 595 nm. Para la realización de la recta patrón en 
nuestras experiencias se utilizó albúmina de suero bovino (BSA, Sigma-Aldrich), a 
concentraciones entre 1500-125 μg mL-1.

Para la determinación de la concentración de proteínas en hígado, músculo, pienso 
ó probiótico se pesaron 5 mg de peso seco de cada muestra, que se colocaron en tubos 
de 18 mL. Se añadieron 500 μL de hidróxido sódico 1N, agitándose durante 30 minutos. 
A continuación se añadieron 2,5 mL de agua destilada, se sonicaron las muestras y se 
añadieron de nuevo 2 mL de agua destilada. Se tomaron entonces 50 μL de cada 
dilución patrón y se pasaron a tubos de 15 mL, haciendo lo mismo con un blanco de 
agua destilada. El mismo método se aplicó a las muestras, obteniéndose tres alícuotas de 
las mismas. Finalmente, se añadió 1,5 mL de reactivo Coomasie, previamente 
atemperado y homogeneizado, a cada una de las muestras e inmediatamente se procedió 
a su lectura en espectrofotómetro a 595 nm. Una vez realizadas las determinaciones de 
todas las muestras, se restó el valor del blanco y se aplicaron los resultados así 
obtenidos sobre la curva patrón, determinando la concentración de proteínas totales.
 

4.2. Medida de lípidos totales
Los lípidos totales fueron analizados mediante extracción con cloroformo-metanol 

(2:1) por el método de Bligh y Dyer (1959), modificado por Fernández Reiriz et al. 
(1989) y posterior determinación gravimétrica.  

Para hacer los extractos, se pesaron de 25-30 mg de peso seco por muestra en 
tubos de 18 mL. Se homogenizaron en 2 mL de agua destilada y se sonicaron. La 
primera extracción se realizó con 2,5 mL de cloroformo + 2,6-Di-Ter-butil-4-metilfenol 
(BHT, B-1378, Sigma-Aldrich) y 5 mL de metanol, centrifugándose a 3000 rpm durante 
30 minutos. Se recogió el sobrenadante en tubo de 25 mL. Se llevó a cabo una segunda 
extracción, añadiendo al sedimento 2 mL de cloroformo + BHT y 1 mL de metanol y 
centrifugándose a 3000 rpm durante 30 minutos. Se recogió el sobrenadante junto con el 
extraído anteriormente en tubo de 25 mL. A continuación, se realizó la purificación del 
sobrenadante con 7,5 mL de cloroformo + BHT y 2,5 mL de agua destilada en una 
nueva centrifugación a 3000 rpm durante 30 minutos. La fase superior se descartó en su 
mayor parte, dejando un poco junto con la fase inferior en tubo graduado de fondo 
redondo sellado con teflón hasta el día siguiente (8 ºC), para su estabilización. La 
determinación se realizó por gravimetría en balanza analítica. 
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4.3. Análisis de ácidos grasos  
Los ácidos grasos se analizaron en el cromatógrafo de gases (8700 Perkin Elmer, 

Beaconsfield, Inglaterra) previa transesterification y metilación (Lepage y Roy, 1986). 
Se colocó cada una de las muestras a analizar en un tubo de 18 mL, se añadió el 

volumen necesario (300-400 μg de lípidos) y 100 μg de patrón interno 19:0. Se agitó y 
procedió a la evaporación del disolvente por sequedad. Para la obtención de los ésteres 
metílicos de los ácidos grasos se añadieron 0,4 mL de tolueno y 1,5 mL de ácido 
sulfúrico-metanol al 1,5%. Se agitó y se colocó en estufa a 50 ºC durante 16 horas. Una 
vez atemperada la muestra, se procedió a detener la transesterificación y neutralizarla 
añadiendo l5 mL de carbonato potásico al 6%. Se agitó para homogeneizar y se 
centrifugó a 3000 rpm durante 12 minutos, quedando los ésteres metílicos de los ácidos 
grasos en la fase superior. En un tubo cónico con tapón de vidrio, se añadió a la fase 
superior sulfato sódico anhidro para la retención de impurezas, y se inyectó 1 μL de la 
disolución de ésteres metílicos (aprox. 1μg μL-1). 

Los ésteres metílicos se analizaron por cromatografía de gases en un Perkin 
Elmer, modelo Autosystem XL, provisto de un inyector split-splitless, temperatura 
programada y detector de ionización de llama (FID). La separación de los ésteres 
metílicos se realizó en una columna capilar SP-2330 (Supelco, Bellefonte, Estados 
Unidos) de 30 cm. de longitud y 0.25 mm de diámetro interno. La determinación 
cuantitativa se realizó mediante la adición a las muestras de un patrón interno (19:0, 
ácido nonadecanoico) y la comparación con un patrón comercial (Larodan, Halmö, 
Suecia). 

Para la obtención y tratamiento de los datos se utilizó el software Totalchrom 
suministrado por Perkin Elmer

 

5. Análisis histológicos
Para la determinación de la existencia ó no de diferencias a nivel histológico entre 

las dietas estudiadas al finalizar las experiencias, se tomaron al azar tres ejemplares por 
réplica de cada dieta. Dichos individuos fueron anestesiados con una solución de aceite 
de clavo y etanol (40 ppm) como quedó descrito en la sección 3. A continuación, se 
tomaron muestras del músculo del lado ciego de la zona dorsal media pigmentada, del 
hígado y del tracto digestivo. Las muestras fueron tratadas como se describe a 
continuación: 
 

5.1 Fijación e inclusión en parafina (Tissue-Tek VIP) 
Los cortes de 2 - 4 mm de espesor se fijaron en formol tamponado (10%) durante 

varios días hasta su posterior procesado.  
La inclusión en parafina incluyó los siguientes pasos y tiempos: 

1. Alcohol 70%    un paso 30 min 
2. Alcohol 96%  dos pasos 30 min cada uno 
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3. Alcohol 100%  tres pasos 30 min cada uno 
4. Xilol   dos pasos 40 min cada uno 
5. Parafina a 56 ºC cuatro pasos 30 min cada uno 
Tras ello, se realizaron bloques de parafina con parafina líquida, solidificándose 

con frío de la manera habitual. 
 

5.2 Obtención de las secciones 
Las muestras incluidas en los bloques de parafina se seccionaron utilizando un 

microtomo de rotación Leica RM 2245 (Leica, Wetzlar, Alemania). Los bloques se 
cortaron en secciones transversales y longitudinales de 5 μm de espesor, montándose 
sobre portaobjetos tratados con gelatina-alumbre de Cromo para evitar su 
desprendimiento (Waldemar Knittel, Braunschweig, Alemania) 
 

5.3 Tinción con Hematoxilina-Eosina y PAS 
La tinción con Hematoxilina-Eosina incluyó los siguientes pasos y tiempos: 
1. Secado de portaobjetos en estufa a 56 ºC 20 min 
2. Desparafinado 

a. Xilol   dos pasos 10 min cada uno 
b. Alcohol 100%  dos pasos 1 min cada uno 
c. Alcohol 96%  dos pasos  1 min cada uno 
d. Agua   un paso 1 min 

3. Tinción 
a. Hematoxilina de Mayer (Merck)  6 min 
b. Lavado en agua    1 min 
c. Diferenciación en alcohol ácido (1%) 2 s 
d. Lavado en agua    5 min 
e. Eosina (Merck)    2 min 

4. Deshidratación 
a. Alcohol 96%  dos pasos 2 min 
b. Alcohol 100%   dos pasos 2 min 
c. Xilol   dos pasos 2 min 

La tinción con PAS mantuvo los pasos 1, 2, parte del 3 y todo el 4, siendo la 
tinción específica: 

5. Tinción 
a. Ácido periódico 0,5%   5 min 
b. Agua     1 min 
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c. Reactivo de Schiff (Merck)  30 min 
d. Agua     10 min 
e. Continuar con  el paso 3a.  

5.4 Montaje y observación al microscopio 
Las secciones obtenidas fueron montadas con Pertex (Medite, Burgdorf, 

Alemania), cubiertas por cubreobjetos y estudiadas con un microscopio Leica DM400B, 
equipado con una cámara digital Leica DF350FX (Cambridge, Reino Unido). El tamaño 
máximo y volumen de las vacuolas de grasa se determinó mediante recuento de las 
gotas lipídicas medidas en 200 campos microscópicos con ayuda del software de la 
cámara. También se determinó la proporción de vacuola grasa existente dentro del 
tejido, mediante el empleo de una plantilla de dispersión de puntos. 
 
 

6. Análisis inmunológicos 
Con el fin de conocer el efecto de la incorporación de los probióticos Pdp11 y 

pdp13 en el pienso sobre la respuesta inmune específica e inespecífica en los juveniles 
de S. senegalensis, se tomaron al azar 5 individuos por tratamiento y réplica al finalizar 
las experiencias. Dichos ejemplares fueron anestesiados con una solución de aceite de 
clavo y etanol (40 ppm) como quedó descrito en la sección 3. A continuación, se 
procedió a la extracción de sangre para la obtención del suero. Se determinaron la 
actividad antiproteasa, actividad lisozima y el título de anticuerpos específicos frente a 
P. damselae subsps piscicida (ELISA) así como se realizó una determinación de las 
proteínas inmunogénicas mediante electroforesis (Western-Blot).  

6.1. Obtención de suero. 
Una vez anestesiados los ejemplares para la obtención del suero, se extrajo sangre 

de la vena caudal con jeringuilla de insulina de 1 mL estéril no heparinizada, previa 
limpieza del mucus existente en la zona de extracción. La sangre así obtenida se 
introdujo con cuidado, para evitar la lisis de los eritrocitos, en viales de 4,4 mL con gel 
para sueros (Sarstedt) y se dejó coagular a temperatura  ambiente durante  3-5 horas. 
Posteriormente, se centrifugó en una centrífuga Sigma 3K18 (Osterode, Alemania) a 
6000 xg a 4 ºC durante 20 minutos y se extrajo sólo el sobrenadante. Este sobrenadante 
fue conservado en tubos de 1 mL, que fueron conservados a –80 ºC hasta su posterior 
análisis utilización. 

6.2. Obtención de bacterinas de Photobacterium damselae subsp. piscicida
La preparación de las bacterinas a partir de P. damselae subsp. piscicida fue un 

paso previo necesario para la determinación de anticuerpos específicos frente a dicha 
especie que se describen en la siguiente sección  6.7. La bacteria patógena se sembró en 
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placas de TSAs y se incubó durante 48 horas a 22 ºC, de forma análoga a la descrita en 
la sección 1, para así obtener una cantidad suficiente. Posteriormente, se recogió la 
masa bacteriana, se resuspendió en PBS (pH 7.4) y se centrifugó (Eppendorf, mod. 
5810-R; Boeco, Alemania), a 6000 xg a 4 ºC durante 20 minutos. Una vez eliminado el 
sobrenadante, se resuspendió en el mismo volumen de PBS y se centrifugó de nuevo, 
repitiéndose este paso dos veces más. Finalmente, se resuspendieron las células en PBS 
y se ajustó la concentración bacteriana por espectrofotometría a 650 nm hasta 109 
células mL-1 (equivalente a 0,5-0,6 de densidad óptica). A dicha solución se le añadió 
formol al 0,5 % de concentración final y se conservó a 6 ºC por 24 horas. Transcurridas 
este tiempo, se sembraron 0,1 mL de la bacterina por la técnica de extensión en placa de 
TSAs con asa de Digrasky, y se incubó durante 5 días a 22 ºC. El preparado se 
consideró estéril cuando no se observó crecimiento de colonias en las placas. 
Finalmente, la bacterina se conservó a 6 ºC hasta su uso posterior. Todo el proceso se 
realizó por triplicado. 

6.3. Obtención de Proteínas de la Membrana externa (OMPs) de los 
probióticos Pdp11 y Pdp13  

Obtener las proteínas de membrana externa (OMPs) de los probióticos será 
necesario para la determinación de las proteínas inmunogénicas en el suero de los peces 
(Western Blot) (sección 6.5). Para la obtención de esta fracción de los probióticos se 
empleó el protocolo de Lambert (1988). Las bacterias se incubaron en placas de TSAs 
durante 24 horas a 22 ºC. Trascurrido este tiempo se recogió toda la masa bacteriana 
existente en tres placas de cultivo, resuspendiéndola en 10 mL de solución tampón 
fosfato estéril PBS (pH 7.4). A dicha resuspensión bacteriana se le realizaron tres 
lavados sucesivos con 10 mL de PBS y se centrifugó a 13500 xg durante 15 minutos a 4 
ºC. Una vez realizados los tres lavados sucesivos, las bacterias se volvieron a 
resuspender en el mismo volumen de PBS. Posteriormente, se comprobó que la 
absorbancia a 525 nm era superior a un valor de 2. Una vez comprobado esto, se 
centrifugó de nuevo a 13500 xg durante 30 minutos a 4 ºC. Se eliminó entonces el 
sobrenadante y al precipitado se le añadieron 2 mL de una solución de PBS que 
contenía además 10 mM de ácido etilendiamintetracético (EDTA) y 2 mM  de 
fenilmetilsulfonilfluoro (PMSF). Dicha resuspensión fue incubada durante 30 minutos a 
45 ºC en baño termostático. La función del PMSF es la de evitar la proteolisis, mientras 
que el EDTA estimula la disgregación de la estructura celular. Tras dicha incubación, se 
procedió a la aplicación de ultrasonidos (2 minutos, 50 W de potencia) descansando de 
un minuto a otro para evitar que la muestra se calentase demasiado. Tras la sonicación, 
la disolución se centrifugó a 13500 xg durante 20 minutos y se recogió el sobrenadante, 
el cual contenía ya las proteínas de membrana externa (OMPs) disueltas. La muestra 
con la fracción celular ya aislada se conservó a -20 ºC hasta su posterior utilización. 
 

6.4. Determinación del patrón de proteínas de las fracciones celulares (ECPs 
y OMPs) de los probióticos Pdp11 y Pdp13 mediante electroforesis 

Este apartado es también un paso previo necesario para realizar la determinación 
de las proteínas inmunogénicas existentes en el suero de los peces (Western-blot) 
(sección 6.5). Dado que para la determinación del patrón proteico de las fracciones 
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celulares (ECPs y OMPs) es necesaria una cantidad de 200 μg de proteínas, 
primeramente se debió de determinar la concentración proteica total existente en las 
mismas, mediante el método de Bradford (1976). En esta ocasión se precisaron 5 μL de 
las muestras de ECPs ó OMPs previamente obtenidas (secciones 1.1.1 y 6.3), de las 
cuales se realizaron varias diluciones seriadas, junto con 250  μL de solución Bradford. 
Las mezclas fueron incubadas durante 15 minutos, tras lo que se determinó la 
concentración de proteínas por espectrofotometría a 590 nm mediante el lector de placas 
(Multiskan Ascent, Thermo Fisher Scientific Inc. Madrid, España). Los datos obtenidos 
se compararon con una recta patrón realizada con albúmina sérica bovina (Sigma-
Aldrich). 

Una vez determinadas las concentraciones de proteínas en todas las fracciones 
celulares, con el fin de conseguir la cantidad final de 200 μg necesaria para la obtención 
del patrón, se ajustaron los volúmenes de las distintas muestras. Para conseguir la 
precipitación de las proteínas se añadieron tres volúmenes de acetona a -20 ºC a cada 
muestra. Dicha mezcla fue incubada  durante al menos tres horas. Posteriormente, todas 
las muestras se centrifugaron a 4000 xg durante 30 min. Se desecharon los 
sobrenadantes y se dejaron secar para eliminar los restos de acetona.  

Una vez secas las muestras, con el fin de obtener una concentración final de 750 
μg de proteínas·mL-1, se resuspendieron en una solución tampón (tampón sodio-
dodecil-sulfato, SDS-PAGE; ver Anexo). Posteriormente todas las muestras fueron 
incubadas durante 5 minutos en baño termostático con agua hirviendo para 
desnaturalizar las proteínas. Transcurrido este tiempo, se dejaron enfriar a temperatura 
ambiente y se conservaron a -20 ºC hasta su posterior utilización. 

Para la preparación del patrón de bandas (Tabla 2) se empleó el Bio-Rad 
Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range, que se calentó a 60 ºC durante 1 minuto 
y se conservó a -20 ºC hasta su posterior uso.  

 
Tabla 2. Tamaños de las proteínas del patrón 

Proteínas Tamaño (KD) 

Fosforilasa B 100,886 
Albumina Sérica Bovina 97,320 
Ovoalbumina 54,051 
Anhidrasa Carbónica 37,554 
Inhibidor de la tripsina 29,228 
Lisozima 20,011 

 
 
Los geles de electroforesis (ver Anexo) se prepararon en el siguiente orden: 

� Gel de SDS. Poliacrilamida. Una vez introducido entre los cristales, se incubó 
durante 20 minutos para que el gel solidificara.  

� Gel concentrador. Añadido sobre el anterior. Se esperó 20 minutos para que 
solidificara y posteriormente se retiraron los peines. 
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Los geles se corrieron durante 40 minutos a 250 V y amperaje constante, sin 
tener las muestras cargadas. Una vez transcurrido este tiempo, se cargaron las calles con 
25 μL de las muestras y 5 μL del patrón, corriéndose en las mismas condiciones, 
durante aproximadamente 5 horas hasta que el frente llegase al final del gel. 
Seguidamente los geles se despegaron de los cristales y se tiñeron con Nitrato de Plata, 
empleándose el kit de tinción de proteínas (Sigma-Aldrich). Estos geles, una vez 
despegados se sumergieron en 300 mL de solución de fijación durante toda la noche. 
Tras la fijación, se realizó un lavado de los geles con 600 mL de agua ultrapura, durante 
10 minutos. Una vez lavados, dichos geles fueron incubados durante 10 minutos en una 
solución de etanol al 70%. Al término de la incubación, se volvieron a lavar los geles 
con 600 mL de agua ultrapura. Después se sumergieron en 300 mL de la solución 
sensibilizadora del kit durante 10 minutos. Tras este paso, se lavaron de nuevo dos 
veces con 600 mL de agua ultrapura durante 10 minutos. Una vez que esto se hizo, los 
geles se incluyeron entonces en la solución de equilibrado de la plata, durante 10 
minutos, realizándose por último un lavado con 600 mL de agua ultrapura durante 1-1,5 
minutos. En este punto de la tinción se incluyeron los geles en la solución de Plata. Este 
paso puede llegar a durar unos 3-7 minutos en función del tamaño del gel o su 
concentración en proteínas, por lo que debe ser vigilado el desarrollo del color, de 
manera que al alcanzar la intensidad deseada en el gel, se pare el revelado con la 
solución de “stop” del kit. Transcurridos 5 minutos desde la adicción de dicha solución, 
se eliminó y se lavaron los geles con 600 mL de agua ultrapura durante 15 minutos. 
Tras el lavado, se renovó el agua ultrapura para el almacenaje de los geles. 

6.5 Determinación de proteínas inmunogénicas mediante Western-blot 
El Western-blot es una técnica analítica usada para detectar proteínas específicas. 

En esta tesis, se empleó para determinar la existencia ó no de diferencias en las 
proteínas inmunogénicas del suero de los peces alimentados con las distintas dietas. 
Este método conlleva los siguientes pasos: separación en gel de las proteínas, 
transferencia de las mismas a una membrana de nitrocelulosa para buscar la proteína de 
interés con anticuerpos específicos frente a ella, detección de la unión antígeno-
anticuerpo y estudio de la presencia de la proteína y su cantidad relativa respecto a otras 
proteínas. Para su realización se utilizó la técnica de McIntosh y Austin (1996).  

Una vez obtenido el gel de electroforesis de cada una de las muestras (ver sección 
6.4), se le añadió el tampón de carrera del Western-blot (ver Anexo), para equilibrarlo 
durante 10-15 min. Las proteínas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa 
de 0.45 μm de diámetro de poro usando un aparato de transferencia de proteínas 
semihúmedo (Transphor apparatus, Hoefer Inc, Holliston, MA, EEUU) a una potencia 
de 300 mA durante 1 hora. Para ello, se humedeció la superficie del aparato con tampón 
de carrera, y se colocó un papel (extra thick blot paper, Sigma-Aldrich) humedecido en 
el tampón de carrera. Posteriormente, se colocó la membrana, sobre la cual se 
transfirieron las proteínas. Seguidamente, se colocó el gel de electroforesis y, por 
último, se cubrió con otro papel humedecido en el tampón de carrera. 

Una vez cerrado el aparato, se transfirieron las proteínas a 10 V y 300 mA, 
durante 1 hora. Transcurrido ese tiempo, para bloquear los sitios de unión específica, se 
extrajo la membrana y se introdujo en la solución bloqueante con tampón fosfato con 
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Tween 20 al 0.5 % junto con leche en polvo desnatada al 3% (p/v). La membrana 
extraída se mantuvo en dicha solución en condiciones agitación continua suave durante 
un mínimo de 1 hora.  

Posteriormente dicha membrana fue lavada con una solución tampón fosfato PBS-
T, e incubada durante una hora en agitación a temperatura ambiente. Tras este paso la 
membrana se incubó con los sueros de los peces tratados en una dilución 1:100 en PBS-
T con 3% de leche desnatada durante 12 horas a 4 ºC. Transcurrida la incubación se 
realizó un lavado con PBS-T y una nueva incubación con suero de conejo inmunizado 
frente a suero de lenguado, en una dilución 1:1000 en PBS-T con 3% de leche desnatada 
durante una hora. Después de un lavado con PBS-T, la membrana fue incubada durante 
1 hora con anticuerpos de cabra conjugados con peroxidasa frente a anticuerpos de 
conejo en una dilución 1:5000 en PBS-T con 3% de leche desnatada. Finalmente, las 
membranas fueron lavadas dos veces con PBS-T y otras dos veces con PBS para poder 
pasar a ser visualizadas. La visualización de las membranas se realizó con la adición de 
3,3´,5,5´-tetrametil benzidina (TMB) Substrato Estabilizado (Promega, Madison, WI, 
EEUU) durante al menos 10 minutos hasta que apareció el color azul de las bandas. Con 
la aparición de la coloración azul se procedió a parar la reacción mediante 3 lavados 
sucesivos de la membrana en agua destilada durante 5 minutos. 

6.6. Titulación de anticuerpos específicos 
Se llevó a cabo mediante la técnica ELISA indirecta (Robertson, et al., 1998), que 

mide la concentración de anticuerpos que presentan los peces control frente a los 
alimentados con probióticos. 

Se pusieron 50 μL de las preparaciones antigénicas a estudiar (20-40 μg 
antígeno/mL), en los pocillos correspondientes a muestras y blancos sólo con antígeno. 
En el caso de la bacterina se dispusieron 50 μL de una suspensión (absorbancia 1 a 600 
nm), correspondientes a 108  ufc/ mL (5 x 107 ufc/ pocillo) para P. damselae subsp. 
piscicida. Por otro lado, se dispusieron 50 μL de PBS en nuevos pocillos 
correspondientes al blanco de reactivos. También se realizó un blanco con suero del 
ejemplar a analizar. Los pocillos se dejaron incubando toda la noche a 4 ºC. A 
continuación se lavó tres veces con PBS y Tween 20 al 0,25% (PBS-T). Tras los 
lavados, se añadieron 300μL de PBS-T  con leche desnatada en polvo al 3%, con el fin 
de cubrir los sitios de unión inespecíficos en los pocillos. Se incubó durante 2 horas a 
temperatura ambiente, lavando posteriormente tres veces con PBS-T al 0,25%.  

Se pusieron 50 μL de las diluciones seriadas de los sueros en los pocillos 
correspondientes, mientras que en los pocillos de todos los blancos se añadieron 50 μL 
de PBS. Se incubó durante 2 horas a temperatura ambiente. Seguidamente se lavó tres 
veces con PBS-T. Se añadieron 50μL del primer anticuerpo policlonal de conejo anti Ig 
de lenguado (producido por Sigma a partir de Ig de lenguado purificada por el Dpto. de 
Microbiología de la Universidad de Málaga), el cual se diluyó   (1:1000) en una 
solución de PBS-T+ BSA al 0,25%. Se incubó durante 2 horas a temperatura ambiente. 
Se lavó tres veces con PBS-T. Se añadieron 50 μL del segundo anticuerpo (Ig de cabra 
anti-Ig de conejo y conjugado con peroxidasa, Sigma) el cual se diluyó (1:5000) en una 
solución de PBS-T+ BSA al 0,25%. Se incubó durante 1 hora a temperatura ambiente y 
seguidamente se lavó tres veces con PBS-T. Se añadieron 200 μL de la solución de 
revelado o-fenilendiamina dihidrochlorídrico (OPD,Sigma), la cual se empleó para 
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desarrollar la respuesta colorimétrica. Se incubó durante 30 min en oscuridad. Se 
añadieron 50 μL de ácido sulfúrico 3M. Este paso se realizó para terminar la reacción 
de la solución de revelado. Por último se leyeron los resultados en un lector de placas 
(Thermo Electron Corporation) a una absorbancia de 490 nm. Las diluciones límite 
fueron usadas para obtener el título de anticuerpos específicos. Se definen como la 
dilución máxima del suero por encima de la cual el valor de la absorbancia es inferior a 
la suma de la media de los blancos más el doble de su desviación típica (Bergmeyer, et 
al., 1983): 

Dilución límite= Absorbancia Dilución Máxima del suero � Absorbancia Media 
Blancos + 2SD 

Para la titulación de inmunoglobulinas totales se hicieron diluciones seriadas de 
los sueros de los lenguados. De cada dilución se depositaron 50μL en cada pocillo. 
Después de incubar toda la noche, los pocillos se lavaron con PBS-T. La saturación de 
la placa se realizó con leche desnatada en polvo al 3%. Tras dos horas se lavaron los 
pocillos con PBS-T. Los siguientes pasos son idénticos a los descritos para la 
determinación del título de anticuerpos específicos. Se añadieron 50μL del primer 
anticuerpo policlonal de conejo anti Ig de lenguado a una dilución 1:1000 en una 
solución de PBS-T+ BSA. Se incubó durante 2 horas y se lavó con PBS-T. Se añadieron 
50 μL del segundo anticuerpo (anti-Ig de conejo y conjugado con peroxidasa) a una 
dilución 1:5000 en PBS-T+ BSA. Se incubó durante 1 hora y seguidamente se lavó con 
PBS-T. Se añadieron 200 μL de OPD, incubándose durante 30 min. La reacción se paró 
con 50 μL de ácido sulfúrico 3M. Por último se leyeron los resultados a una absorbancia 
de 490 nm. A partir de estos resultados se obtuvieron las diluciones límite para las 
inmunoglobulinas totales. 

6.7. Determinación de la actividad lisozima 
Para determinar la actividad lisozima en el suero de los ejemplares se empleó el 

método de Kim y Austin (2006). En primer lugar, se realizaron diluciones seriadas de 
los sueros problema en solución estéril tampón fosfato PBS 0,05M (pH = 6,2). 
Posteriormente, se añadieron 100 μL de cada una de las diluciones en una placa de 96 
pocillos de fondo plano. Como control positivo, se utilizaron diluciones seriadas de 
lisozima de clara de huevo de gallina (Sigma-Aldrich) y, como control negativo, se 
empleó dicha solución PBS 0,05M (pH=6,2) en lugar de suero.  

Una vez realizado esto, se preparó una suspensión de Micrococcus lysodeikticus 
(0,4 mg·mL-1) en solución estéril tampón fosfato PBS 0,05M (pH=6,2) y se añadieron 
100 μL de la suspensión a cada pocillo, tanto a las diluciones de la muestra como a los 
controles negativo y positivo. Todo ello se incubó a una temperatura de 25 ºC, y se 
midió la absorbancia a 590 nm en espectofotómetro (Multiskan Ascent, Thermo Fisher 
Scientific Inc.) a los  0, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 75 y 90 minutos. La reducción de la 
absorbancia con el paso del tiempo se calculó a partir de la siguiente fórmula: 

Reducción Absorbancia = (Abstt – Absi ) / t 
donde Abst  y Absi son los valores de absorbancia a los tiempos t e inicial i y t es el 
tiempo. 
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Finalmente, se definió la unidad de lisozima como la concentración de muestra 
que produce una disminución en el valor de absorbancia de 0,001/ min (Kim y Austin, 
2006). 

 

6.8. Determinación de la actividad antiproteasa 
Para el análisis de la actividad antiproteasa se utilizó el método de Thompson et 

al. (1995). Dicho método emplea como sustrato proteico la tripsina. La determinación 
se realizó por espectrofotometría a 430 nm de longitud de onda, siendo que a mayor 
degradación de tripsina menor actividad antiproteasa. 

Para la realización del análisis se incubaron 20 μL de una solución de tripsina 
(Sigma-Aldrich T-0646, 1340 BAEE; 5mgmL-1) con 0, 20, 40, 70 y 140 μL del suero 
problema, a una temperatura de 22 ºC durante 10 minutos. Como control positivo, se 
empleó la solución estéril de tampón fosfato PB 0.1M ( pH=7) con tripsina en lugar de 
suero y, como control negativo, se añadió la misma solución PB en lugar de suero y 
tripsina. Se completaron los volúmenes hasta alcanzar 350 μL con solución tampón 
fosfato PB 0,1M (pH 7). A continuación, se añadieron 250 μL de azocaseína (Sigma-
Aldrich A-2765) a una concentración 1% p/v y se incubaron a 22 ºC durante 1 hora. 
Transcurrido éste tiempo, se añadieron 500 μL de ácido tricloroacético al 10% y se 
incubaron las muestras a 22 ºC durante 30 minutos. Se procedió entonces a la 
centrifugación a 4000 xg durante 5 minutos, recogiéndose 100 μL del sobrenadante, que 
fue colocado en una placa de 96 pocillos de fondo plano. A continuación, se añadieron 
100 μL de hidróxido sódico 1N como revelador, leyéndose la absorbancia en un 
espectofotómetro (Multiskan Ascent, Thermo Fisher Scientific Inc.) a 430 nm. El 
porcentaje de inhibición de la actividad tripsina de cada muestra fue calculado mediante 
comparación con el control positivo según la fórmula siguiente: 

% I= Absm / Abscp * 100 
donde % I es el porcentaje de inhibición de la actividad tripsina y Absm y Abscp son los 
valores de las absorbancias de la muestra y del control positivo (con tripsina y PB)  
 

7. Microbiota digestiva
7.1. Extracción del DNA intestinal 

Al término de la experiencia de adición de probióticos, se tomaron al azar cinco 
ejemplares por tratamiento y réplica de cada dieta, que fueron anestesiados con aceite de 
clavo (40 ppm) como queda descrito en la sección 3. Los contenidos intestinales de los 
ejemplares se extrajeron asépticamente y se almacenaron de forma individual a -80ºC 
para su posterior procesamiento. Los contenidos intestinales se recogieron con 1 ml de 
PBS (pH 7.2), y se centrifugaron a 1,000 ×g durante 5 minutos. A partir de cada una de 
las muestras intestinales se extrajo el DNA total, mezclando 300 �l de tampón de 
resuspensión (0.1 M Tris–HCl, 0.01 M NaCl, 0.1 M EDTA, pH 8) y 300 �l tampón de 
lisis (0.1 M Tris–HCl, 0.1 M EDTA, 0.01 M NaCl, 1% SDS, pH 8.0), e invirtiendo los 
tubos para conseguir una adecuada mezcla Las muestras fueron tratadas con 32 �l de 
NaCl 6 M y proteinasa K (150 �gmL-1) a 55 °C durante 2 horas. Posteriormente, fueron 
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tratadas con RNAsa A (10 mg ml-1) a 37 °C durante 1 hora, tras lo cual se añadió NaCl 
6 M para alcanzar una concentración final de 1.5 M. La solución se dejó en hielo 
durante 10 minutos, para después centrifugar 13,000 rpm durante 3 minutos. El 
sobrenadante conteniendo el DNA genómico se transfirió a otro tubo con un volumen 
igual de isopropanol. Los tubos se invirtieron varias veces, y el DNA fue sedimentado 
por centrifugación a 13,000 rpm durante 3 minutos. El DNA recogido se lavó en etanol 
al 70% y el DNA seco se resuspendió en 100 �l de tampón TE (10 mM Tris–HCl, 1 
mM EDTA, pH 8.0) y almacenó a 4 °C. Para visualizar la calidad y el rendimiento del 
DNA, se usó la electroforesis en gel de agarosa (1.5%, p/v) en presencia de bromuro de 
etidio. Se hicieron crecer cultivos puros del probiótico Pdp11 en TSBs hasta 18 h, 
centrifugando posteriormente a 2,500 xg por 15 min. Los pellets obtenidos se lavaron 
con PBS y se emplearon para la extracción de DNA, empleando para ello el kit Fast 
DNA Spin (Qbiogene, CA, EEUU).  
 

7.2. Amplificación de los genes 16S rDNA y análisis de los productos PCR 
por electroforesis en gradiente de gel desnaturalizante (DGGE) 

Para comparar los patrones de DGGE obtenidos a partir del análisis de la 
microbiota intestinal de los lenguados que recibieron las diferentes dietas, se amplificó 
el DNA correspondiente a los genes 16S rDNA, usando para ello cebadores específicos 
del dominio Bacteria, como el  968- GC-F (5� 
CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGCCCGG-
GGGCACCGGGGGAACGCGAAGAACCTTAC- 3�) y el 1401-R (5�CGGT-
GTGTACAAGACCC-3�) (Konstantinov, et al., 2003; Kim y Austin, 2006). Estos 
cebadores  se emplean para amplificar las regiones V6–V8 del 16S rDNA (Nübel, et al., 
1996), y producen unos amplicones de 470-bp de longitud. Las mezclas de PCR (50 �l) 
contenían 1.25 U del enzima Taq polymerasa (Life Technologies Gaithersburg, MD, 
EEUU), 20 mM Tris–HCl (pH 8.5), 50 mM KCl, 3 mM MgCl2, 200 �M de cada uno de 
los desoxinucleótido trifosfato, 5 pmol de los cebadores, 1 �l del DNA molde y agua 
esterilizada por UV. La reacción PCR se realizó en un termociclador T1 (Whatman 
Biometra, Göttingen, Alemania) empleando 1 ciclo de 94 °C por 2 min, 35 ciclos de 95 
°C durante 30 segundos, 56 °C 40 segundos, y 72 °C 1 minuto, seguido de 1 ciclo de 72 
°C durante 5 minutos. Se analizaron por electroforesis alícuotas de 5 �l en geles de 
agarosa de 1.5% (p/v) conteniendo bromuro de etidio para comprobar la calidad y el 
tamaño de los productos. Los amplicones obtenidos a partir del DNA del lumen 
intestinal y de la cepa probiótica ensayada se separaron por DGGE, siguiendo las 
especificaciones descritas por Muyzer et al. (1993), usando un Dcode TM system (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA, Estados Unidos). La electroforesis se realizó en un gel 
de poliacrilamida al 8% (37.5:1 acrilamida–bisacrilamida; dimensiones de, 200 por 200 
por 1 mm) mediante el empleo de un gradiente de desnaturalización del 30% al 55% 
para la separación de los productos de la PCR. Los geles también presentaron el 
gradiente del 30% al 55% de urea y formamida incrementándose en la dirección de la 
electroforesis. Las muestras de PCR se pusieron en los geles en alícuotas de 13 �l por 
calle. Los geles se sometieron a electrofresis durante 16 h a 85 V en 0.5 X TAE (20 mM 
Tris acetate [pH 7.4], acetato sódico 10 mM, 0.5 mM Na2-EDTA) a una temperatura 
constante de 60 °C (Sambrook, et al., 1989) y posteriormente se tiñeron con AgNO3 
(Sanguinetti, et al., 1994).  
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7.3. Análisis de los patrones de DGGE
Se llevó a cabo un análisis de todas las muestras sometidas a DGGE, escaneando 

todos los geles obtenidos a 400 dpi. El número de bandas de DGGE se calculó partir de 
las curvas densitométricas de los perfiles de DGGE escaneados con el programa 
FPQuest 4.5 (Applied Maths BVBA, Sint Martens Latem, Bélgica). Los patrones de 
agrupamiento de los diferentes perfiles de DGGE se consiguieron por la construcción de 
dendrogramas empleando el método de Unweighted Pair Groups (UPGMA) que utiliza 
las medias aritméticas. La similaridad entre los patrones de DGGE se determinó por el 
cálculo de los coeficientes de similitud de Pearson y Dice (Konstantinov, et al., 2003). 

 

8. Análisis de metabolitos
Al finalizar la experiencia, se obtuvo material biológico para la evaluación de 

diversos parámetros metabólicos presentados a continuación en la siguiente tabla:  
 

Tabla 3. Material biológico obtenido y parámetros medidos. 

Material biológico Parámetro evaluado 

Plasma 

- Glucosa 
- Lactato 
- Triglicéridos 
- Proteínas totales 
-Acidos grasos 
-Aminoácidos 

Hígado 

- Glucosa 
- Glucógeno 
- Triglicéridos 
- Aminoácidos 

Músculo 

- Glucosa 
- Glucógeno 
- Lactato 
- Triglicéridos 
- Aminoácidos 

 

8.1. Toma de muestras  
Se tomaron al azar seis ejemplares por réplica de cada dieta, que fueron 

anestesiados con aceite de clavo. Se recogió toda la sangre mediante punción caudal 
utilizando jeringas de insulina previamente heparinizadas con una solución de 25,000 U 
de heparina amónica (Sigma-Aldrich, H-6279) en 3 mL de cloruro sódico al 0,9 %. 
Dichas muestras fueron recogidas en tubos Eppendorf de 1,5 mL heparinizados y 
mantenidas a 4 ºC hasta su centrifugación. El proceso se llevó a cabo en una centrífuga 
Sigma-Aldrich 3K18 (Osterode, Alemania) a 10,000 xg durante tres minutos, separando 
el plasma de las células, manteniendo todo el proceso las muestras a 4 ºC. Se obtuvieron 
dos alícuotas de plasma que fueron congeladas en nitrógeno líquido y almacenadas a -
80 ºC en tubos Eppendorf de 0,5 mL hasta su posterior análisis. El hígado fue extraído y 
pesado para la determinación del índice hepatosomático (IHS). Las muestras de 
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músculo e hígado fueron secadas con papel absorbente, congeladas en nitrógeno líquido 
y almacenadas (-80 ºC) en tubos Eppendorf de 1,5 mL hasta su posterior análisis.  

8.2. Homogenización 
La medición de los parámetros metabólicos a nivel tisular precisa un 

homogenizado previo. Para ello se pesó el tejido recolectado y se introdujo en tubos de 
propileno, a los que se añadió ácido perclórico para desproteinizar la muestra y facilitar 
su homogeneización. El volumen (en μL) de ácido perclórico añadido (96 mL H2O 
químicamente pura miliQ + 4 mL PCA 0,6 N) se calcula al multiplicar el peso de la 
muestra (en g) por 7500, obteniendo un factor de dilución 1/15 (m/v). A continuación se 
sonicó durante 30 segundos en un sonicador Microson XL (Misonix Inc., NY. Estados 
Unidos), manteniendo las muestras en frío. Posteriormente se añadió un volumen de 
solución de bicarbonato potásico (100 mL de H2O miliQ + 10,01 g de bicarbonato 
potásico) igual al volumen de ácido perclórico utilizado. Finalmente se centrifugó a 
10.000 - 13000 xg durante 30 minutos (4 ºC) en una centrifuga Eppendorf 5810 R. El 
sobrenadante se recogió en tubos Eppendorf de 1,5 mL y se guardó a -80 ºC hasta su 
posterior análisis. 

8.3. Determinación de glucosa 
La concentración de glucosa plasmática fue medida (Slein, 1963) mediante el kit 

comercial Spinreact S.A. (Ref. 1001200; Girona, España) adaptado a microplaca de 96 
pocillos. 

La glucosa es fosforilada por el adenosín trifosfato (ATP) en una reacción 
catalizada por la hexokinasa. Como resultado de esta fosforilación se produce glucosa-
6-fosfato, que a su vez es oxidada a 6-fosfogluconato en presencia de nicotinamida 
adenín dinucleótido (NAD), en una reacción catalizada por glucosa-6-fosfato 
deshidrogenasa. Durante esta oxidación una cantidad equimolar de NAD es reducida a 
NADH, que tiene su máxima absorbancia a 340nm. Por este motivo, las variaciones de 
absorbancia que se produzcan a 340nm, serán directamente proporcionales a la 
concentración de glucosa. 

Se prepararon unos estándares de glucosa (20 mML-1) a partir de glucosa anhidra 
(Panreac, Barcelona, España), con concentraciones de 0, 2, 5 y 10 mML-1. La solución 
reactiva fue preparada añadiendo 40 mL de agua destilada al bote de hidróxido potásico 
reactivo, agitado y calentado a 37 ºC en un baño termostático. En los pocillos de la 
multiplaca (Greiner bio-one, Alemania), se repartieron 10 �L de cada muestra, por 
duplicado y de cada estándar por cuadruplicado, añadiendo a todos estos 200 �L de 
solución reactiva. La placa fue sellada con Parafilm “M” (Lab. Film American CanTM 
Chicago, Estados Unidos) e incubada a 37 ºC en estufa durante 5 min. Posteriormente se 
midió la absorbancia usando doble longitud de onda: 340 nm para la lectura y 550 nm 
como referencia. Se empleó un lector de microplacas automático (EL 340, Bio-Tek 
Instrument, Winoosk, VT, Estados Unidos) controlado por el software DeltaSoft 3 para 
Macintosh (BioMetallics, Inc, NY, Estados Unidos). El ensayo fue lineal desde 0 a 20 
mM/L.
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8.4. Determinación de lactato 
Este análisis se llevó a cabo (Iwama, et al., 1989) por medio del kit comercial 

Lactate Reagent, (Spinreact ref. 1001330) adaptado a microplaca de 96 pocillos. 
El ácido láctico es convertido a piruvato y peróxido de hidrógeno (H2O2) por 

medio de la lactato oxidasa. En presencia del peróxido de hidrógeno, la peroxidasa 
cataliza la condensación oxidativa de los precursores cromogénicos, originando un 
compuesto coloreado que tiene un máximo de absorbancia a 540 nm. La variación de 
absorbancia a esta longitud de onda es directamente proporcional a la concentración de 
lactato de la muestra. 

Los estándares (Sigma-Aldrich) utilizados fueron: 0, 5, 10, 15 y 20 mg dL-1. El 
reactivo fue reconstituido con 20 mL de agua destilada, agitado suavemente e incubado 
a 37 ºC en un baño termostático. Las muestras de plasma fueron diluidas con agua 
destilada 1:1 (v/v) repartiendo 10 μL por duplicado en la microplaca, mientras que los 
estándares fueron distribuidos con igual volumen por cuadruplicado. Posteriormente 
fueron añadidos 200�L de reactivo. La placa fue sellada con Parafilm “M” e incubada 
durante 5 min a 37 ºC en estufa. Al cabo de este tiempo se midió la absorbancia 
utilizando el lector de micro placas automático (EL 340, Bio-Tek), controlado por el 
software DeltaSoft 3, usando doble longitud de onda: 550 nm para la lectura y 630 nm 
como referencia. El ensayo se mostró lineal desde 0 a 20 mg dL-1. 

8.5. Determinación de proteínas totales 
El análisis fue realizado (Smith, et al., 1985) mediante el uso del kit comercial 

BCA Protein Assay (Pierce, Rockford, IL, Estados Unidos), adaptado a microplaca de 
96 pocillos. 

El análisis de proteínas plasmáticas se realizó mediante la reducción de Cu+2 a 
Cu+1 provocado por las proteínas en medio alcalino. El ión cuproso (Cu+1) forma por 
quelación con dos moléculas de ácido bicinconínico (BCA) un compuesto púrpura 
hidrosoluble que presenta una fuerte absorbancia a 562 nm. La absorbancia a esta 
longitud de onda es directamente proporcional a la concentración de proteínas de la 
muestra.  

Los patrones (Pierce) usados fueron: 0, 5, 10, y 20 �g/10�l a partir del kit 
comercial de BSA (2 mg mL-1). La solución reactiva se hizo a partir de una mezcla de 
20 mL de reactivo A y 400 �l de reactivo B, colocados a 37 ºC en un baño termostático. 
En la microplaca se repartieron 10 �L de plasma, diluidos previamente 1:50 (v/v) con 
agua destilada, por duplicado, mientras que los estándares se repartieron con igual 
volumen pero por cuadruplicado. Posteriormente se adicionaron 200 �L de la solución 
reactiva por pocillo. La placa fue tapada con Parafilm “M” e incubada a 37 ºC en una 
estufa durante 30 minutos y en oscuridad. Al cabo de este tiempo, se midió la 
absorbancia en un lector de micro placas automático (EL 340, Bio-Tek) controlado por 
el software DeltaSoft 3, utilizando doble longitud de onda: 550 nm para la lectura y 630 
nm como referencia. El ensayo fue lineal desde 0 a 20 mgmL-1. 
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8.6. Determinación de triglicéridos 
El análisis de los triglicéridos (Bucolo y David, 1973) se llevó a cabo por medio 

del kit comercial Triglycerides (UV) (Spinreact ref. 1001311), adaptado a microplaca de 
96 pocillos. 

Los triglicéridos son hidrolizados a glicerol y ácidos grasos por medio de la 
lipasa. El glicerol formado es fosforilado, por medio de adenosín trifosfato (ATP), 
produciendo glicerol-1-fosfato y adenosín difosfato (ADP) en una reacción catalizada 
por la glicerol kinasa. El ATP se cataliza de nuevo, junto con piruvato, al reaccionar el 
ADP anterior con fosfoenol piruvato, por medio de la piruvato kinasa. Una vez se ha 
fosforilado todo el glicerol, el piruvato es reducido a lactato por medio de una oxidación 
equimolar de NADH, en presencia de lactato deshidrogenasa. El NADH presenta un 
máximo de absorbancia a 340 nm, así la variación en la absorbancia medida a esta 
longitud de onda, es directamente proporcional a la concentración de triglicéridos de la 
muestra. 

Para la solución reactiva, se reconstituyó respectivamente un vial de reactivo A y 
otro de reactivo B con 10 y 2 mL de agua destilada. Se mezclaron 10 mL de reactivo A 
por cada 0,25 mL de reactivo B para obtener el reactivo de trabajo. Se preparó además 
una solución isotónica mezclando 0,9g de cloruro sódico con 100mL de agua destilada. 
Ambas soluciones fueron calentadas a 37 ºC en un baño termostático. En la microplaca, 
se repartieron 5 �L de muestra por cuadruplicado. A dos de estos pocillos se les añadió 
250 �L del reactivo de trabajo y a los otros dos 250 �L de solución isotónica. El blanco 
se preparó por cuadruplicado con 5 �L de agua destilada y 250 �L de la solución del 
reactivo de trabajo. La placa fue sellada con Parafilm “M” e incubada a 37 ºC durante 
10 minutos. Posteriormente fue medida la absorbancia utilizando el lector de micro 
placas automático (EL 340, Bio-Tek) controlado por el software DeltaSoft 3, usando 
doble longitud de onda: 340 para la lectura y a 550nm como referencia. El ensayo fue 
lineal desde 0 a 500 mg mL-1. 

La concentración de triglicéridos se obtuvo a partir de las variaciones de 
absorbancia entre el plasma tratado con el reactivo de trabajo y el tratado con solución 
isotónica, por medio de la siguiente expresión: 

mg triglicéridos dl-1 = �(Abs. Blanco – Abs. Muestra) + Abs. Blanca� *726 
Como control se usó una solución estándar de triglicéridos 250mg dl-1 (Sigma-

Aldrich). 
 

8.7. Determinación de aminoácidos libres totales 
La determinación de los aminoácidos totales libres se realizó por análisis 

colorimétrico con nihidrina (Sigma-Aldrich). 
Partiendo de la muestra homogeneizada (dilución1:15), se centrifugó a 10.000-

13.000 xg durante 3 minutos. Seguidamente, se diluyó el sobrenadante 50 veces, 
tomando 20 μL del mismo y añadiendo 980 μL de agua miliQ químicamente pura, 
obteniendo una dilución final de 1:750. A continuación, en una placa de 96 pocillos se 
añadieron: 140 μL de muestra diluida, 80 μL de acetato de cianuro y 80 μL de nihidrina 
(volumen final 300 μL pocillo-1) y se incubó a 100 ºC durante 15 minutos en seco, 
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dejando enfriar a temperatura ambiente. Finalmente, se midió la absorbancia a 590 nm 
utilizando el lector de micro placas automático (EL 340, Bio-Tek) controlado por el 
software DeltaSoft 3. La recta patrón se realizó con distintas concentraciones de L-
alanina (Sigma-Aldrich) en agua químicamente pura: 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125, 
0,0156 y 0,0078 mM de L-alanina. 
 

8.8. Determinación de glucógeno 
La determinación de glucógeno (Fig. 1) se basa en su hidrolización en glucosa, 

gracias a la acción de la amiloglucosidasa, de acuerdo con el método de Keppler and 
Decker (1974). La glucosa producida se determinó (Slein, 1963) mediante el kit 
comercial Spinreact (ref. 1001200), adaptado a microplaca de 96 pocillos y descrita la 
metodología en la sección 9.3. El cromógeno aparecido tras la reacción con el kit es 
directamente proporcional a la cantidad de glucógeno presente en la muestra. 

Partiendo de la muestra homogeneizada (dilución 1:15), se centrifugó a 10.000-
13.000 xg durante 3 min y retiró el sobrenadante. A continuación se prepararon dos 
soluciones de incubación compuestas por 480 μL ácido acético + 1,62 g de acetato de  

 

 
Figura 1. Metodología empleada para la medición de glucógeno en músculo e hígado. 

sodio + 3H2O, que fueron enrasadas hasta 100 mL con agua químicamente pura. La 
solución A llevará 0,7451 unidades de amiloglucosidasa μg-1 de tejido (AGS, Sigma- 
Aldrich A7420), mientras que la B no. Así, esta última revelará la glucosa basal, que 
habrá de ser restada de la determinada mediante la solución A, permitiendo conocer el 
glucógeno existente. 
 

9. Análisis estadísticos
El tratamiento de los datos para la obtención de los resultados biométricos, de 

composición corporal (proteínas, lípidos y ácidos grasos) y metabolitos (glucosa, 
glucógeno, lactato, proteínas totales, aminoácidos y triglicéridos) se realizó con el 
programa estadístico PASW Statistics 18. Se extrajeron los valores atípicos de las 
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muestras, eliminando aquellos datos que superasen en 2 veces la desviación típica, y se 
estudió la normalidad de las mismas (test de Kolmogorvov-Smirnof).  

A continuación, se realizó el contraste de hipótesis para la igualdad de medias de 
los juveniles de lenguado alimentados con las distintas dietas. Para el análisis de 
diferencias significativas entre las diversas clases de datos, se llevó a cabo, en primer 
lugar, un contraste F para la comparación de las varianzas, seguido de un contraste t 
para la comparación de medias. El test utilizado para este post-hoc fue el de Tukey, 
asumiendo igualdad de varianzas o el de Games-Howell cuando no se cumplía la 
homocedasticidad. Para conocer la homocedasticidad, se utilizó el test de Levene. El 
nivel de significación utilizado para establecer diferencias entre grupos fue de P < 0,05.  

Cuando la distribución de los datos no era normal, las diferencias entre los 
tratamientos se realizaron mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis 
complementado por el test de la Mediana y Jonckheere-Terpstra. 

En cuanto a las infecciones experimentales realizadas, los porcentajes de 
mortalidad y porcentajes de supervivencia relativa (RPS) se analizaron mediante un Chi 
cuadrado. 

Respecto a la microbiota analizada, los valores de los coeficientes de similitud 
obtenidos a partir de los patrones de DGGE para cada tratamiento se compararon 
empleando ensayos multiparamétricos. 
 
 

10. Ensayos experimentales
10.1. Ensayo PROBIO 1 Influencia de la administración del probiótico 
Pdp11 fresco en crecimiento, composición corporal y resistencia frente a
Photobacterium damselae subsp. piscicida. en  lenguado (Solea senegalensis,
Kaup 1858) en engorde 

Juveniles de lenguado de 23,9 ± 8.4g de peso inicial fueron distribuidos al azar en 
tanques de poliéster de 500 L, cubiertos con una red de sombreado a una densidad de 
140 ejemplares/m2. Los tanques estaban provistos de un sistema de renovación de agua 
de mar en circuito abierto (1000 L h-1) y de difusión de aire, siendo la temperatura 
natural entre 17-19,2 ºC y la salinidad 35,4 g L-1. Los ejemplares fueron aclimatados 
durante dos semanas previamente a la experiencia y alimentados con una dieta 
comercial (50% proteínas y 22% lípidos totales, Skretting, Burgos, España) al 3% 
mediante comederos automáticos. El probiótico Pdp11 fresco fue añadido al pienso (109 
ufc g-1) utilizando la solución salina con probiótico (70 mL/100 g), según protocolo 
descrito en la sección 2.2.1. Se estableció un grupo control y otro Pdp11, por duplicado, 
que fueron alimentados durante dos meses. Los ejemplares no recibieron alimentación 
el día anterior al muestreo, siendo anestesiados con aceite de clavo (40 ppm, sección 3), 
previamente a la extracción de muestras 

Los parámetros analizados fueron:
� Crecimiento en longitud y peso, calculándose las tasas de crecimiento diario 

(SGR) para ambos grupos y comparándose estadísticamente mediante el test no 
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paramétrico de Kruskal-Wallis complementado por el test de la Mediana y 
Jonckheere-Terpstra. 

� Supervivencia final. 
� Composición corporal (proteínas, lípidos totales y perfil de ácidos grasos) de 

músculo al término de la experiencia, según la metodología descrita en la sección 
4. Los resultados obtenidos se compararon mediante un análisis de la varianza, 
empleándose el test de Tukey cuando las diferencias fueron significativas. 

� Infección experimental (ip) con P. damselae subsp. piscicida. a los dos meses de 
adición del probiótico. Se utilizaron dos dosis (aproximadamente 3x105 y 3x104 

ufc g-1 de pez), siendo la metodología empleada la descrita en la sección 3. Los 
porcentajes de mortalidad y porcentajes de supervivencia relativa (RPS) se 
compararon estadísticamente mediante un Chi cuadrado. 

� Viabilidad bacteriana en pienso. 
 

10.2. Ensayo PROBIO 2. Efecto de la administración de Pdp11 y Pdp13 
liofilizados en el desarrollo y resistencia frente a Photobacterium damselae 
subsp. piscicida de juveniles de lenguado (Solea senegalensis, Kaup 1858) 

Juveniles de lenguado de 26,7 ± 4,6 g de peso inicial fueron distribuidos al azar en 
tanques de poliéster de 150 L cubiertos con una red de sombreado, a una densidad de 
174 peces m-2. Los tanques estuvieron provistos de un sistema de renovación de agua de 
mar en circuito abierto (300 L h-1) y de difusión de aire, siendo la temperatura 16,6�0,5 
ºC y la salinidad 35,4 g L-1. Los ejemplares fueron aclimatados durante dos semanas 
antes de la experiencia y fueron alimentados con una dieta comercial (50% proteínas y 
22% lípidos totales, Skretting, Burgos, España) al 2% de la carga del tanque, ocho veces 
al día. Los probióticos Pdp11 y Pdp13 liofilizados fueron añadidos al pienso (109 ufcg-1) 
utilizando una solución de alginato cálcico según protocolo descrito en la sección 2.2.2. 
Se establecieron tres grupos: control, Pdp11 y Pdp13, según triplicados, que fueron 
alimentados durante sesenta y nueve días. Los ejemplares no recibieron alimento el día 
anterior al muestreo, siendo anestesiados con aceite de clavo, previamente a la 
extracción de muestras. 

Los parámetros analizados fueron:
� Crecimiento en longitud y peso, calculándose las tasas de crecimiento diario 

(SGR) para los tres grupos y comparándose estadísticamente mediante el test no 
paramétrico de Kruskal-Wallis. 

� Supervivencia final. 
� Composición corporal (proteínas, lípidos totales y perfil de ácidos grasos) de 

músculo e hígado de los tres grupos estudiados al finalizar la experiencia, según 
metodología descrita en la sección 4. Los resultados obtenidos se compararon 
mediante un análisis de la varianza, utilizándose el test de Tukey cuando las 
diferencias fueron significativas. 

� Histología de músculo, hígado y digestivo en los tres grupos ensayados tras la 
adición del probiótico, según la metodología descrita en la sección 5, en dónde el 
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volumen de las vacuolas grasas (%) se determinó por recuento de 200 campos 
microscópicos. 

� Microbiota digestiva (DGGE) de los tres grupos estudiados al término de la 
experiencia, según metodología descrita en la sección 7. Las bandas de DGGE y 
los indices de similitud fueron calculadas con el software FPQuest 4.5 (Applied 
Maths BVBA, Sint MartensLatem, Bélgica). Se construyeron clusters de DGGE 
mediante la aplicación UPGMA. 

� Infección experimental (ip) con P. damselae subsp. Piscicida al final de la 
experiencia de alimentación con probiótico. Se seleccionó la dosis 4.8x104 ufc g-1, 
según la metodología descrita en la sección 3. Los porcentajes de mortalidad y 
porcentajes de supervivencia relativa (RPS) se analizaron mediante un Chi 
cuadrado. 

� Viabilidad bacteriana en pienso. 
 

10.3. Ensayo PROBIO 3. Adición de los probióticos Pdp11 y Pdp13 
administrados en fresco en engorde de lenguado senegalés 

Juveniles de lenguado de 15.0 ± 0.1g de peso inicial fueron distribuidos al azar 
en tanques de poliéster de 150 l cubiertos con una red de sombreado a una densidad de 
174 ejemplares  m-2. Los tanques estuvieron provistos de un sistema de renovación de 
agua de mar en circuito abierto (300 L h-1) y de difusión de aire, siendo la temperatura 
18.9 ± 0.1 ºC  y la salinidad 35,4 g L-1. Los ejemplares fueron aclimatados durante dos 
semanas previamente a la experiencia y fueron alimentados con una dieta comercial 
(57% proteínas, 18% lípidos,  Skretting, Burgos, España) al 2% de la carga del tanque. 
Se ensayaron dos dietas con los probióticos Pdp11 y Pdp13 frescos, incorporados al 
pienso (109 ufc g-1) mediante una solución de alginato cálcico, según lo descrito en la 
sección 2.2.2, frente a una dieta control. La experiencia se realizó por triplicado y tuvo 
una duración de dos meses. Los ejemplares no fueron alimentados el día anterior al 
muestreo y fueron anestesiados con aceite de clavo previamente a la extracción de 
muestras. 

Los parámetros analizados fueron:
� Crecimiento en longitud y peso, calculándose las tasas de crecimiento diario 

(SGR) para los tres grupos y comparándose estadísticamente mediante ANOVA. 
� Supervivencia final. 
� Composición corporal de músculo e hígado en cada grupo ensayado al término de 

la experiencia y composición de los probióticos ensayados (proteínas, lípidos 
totales y perfil de ácidos grasos). Estas determinaciones fueron realizadas, según 
metodología descrita en la sección 4, comparándose los resultados obtenidos 
mediante un ANOVA y test post-hoc de Games-Howell. 

� Histología de digestivo, hígado y músculo de los tres grupos estudiados al finalizar 
la adición de los probióticos, según la metodología descrita en la sección 5. 

� Evolución de la microbiota digestiva (DGGE) (24, 48, 72, 96h, 7, 14, 21, 28, 35, 
42, 49 y 57 días), según la metodología descrita en la sección 7. Las bandas de 
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DGGE y los indices de similitud fueron calculados con el software FPQuest 4.5 
(Applied Maths BVBA, Sint-Martens-Latem, Bélgica). Se construyeron clusters 
de DGGE mediante la aplicación del UPGMA. 

� Determinación de antiproteasa y anticuerpos específicos en suero de ejemplares al 
término de la experiencia según lo descrito en la sección 6. 

� Viabilidad bacteriana en pienso. 
� Caracterización bioquímica y enzimática de las cepas utilizadas. 
� Ensayos de inhibición in-vitro frente a patógenos. 

10.4. Ensayo PROBIO 4. Modulación del estado fisiológico e inmunológico de 
juveniles de lenguado (Solea senegalensis) alimentados con dietas 
adicionadas del probiótico Shewanella putrefaciens Pdp11 fresco y liofilizado 
durante el preengorde 

Juveniles de lenguado de 10,5 ± 4,5g de peso inicial fueron distribuidos al azar en 
tanques de poliéster de 150 L cubiertos con una red de sombreado a una densidad de 
200 ejemplares m-2. Los tanques estuvieron provistos de un sistema de renovación de 
agua de mar en circuito abierto (300 L h-1) y de difusión de aire, siendo la temperatura 
18.0 ± 0.5 ºC  y la salinidad 35,4 g L-1. Los ejemplares fueron aclimatados durante dos 
semanas previamente a la experiencia, siendo alimentados con una dieta comercial 
(55% proteínas, 15% lípidos, Skretting, Burgos, España) al 2% de la carga del tanque. 
Se prepararon cuatro dietas: pienso control, pienso control con alginato, pienso con 
Pdp11 fresco y pienso con Pdp11 liofilizado, suspendidos en alginato cálcico a una 
concentración final de (109 ufc g-1 de pienso), tal como se describe en el apartado 2.2.2. 

La experiencia se realizó por duplicado y tuvo una duración de cuatro meses, los 
dos primeros con adición de piensos preparados con ó sin probióticos, y los dos 
siguientes con dieta control para todos los grupos. Se dispuso además de tanques 
suplementarios para cada dieta con ejemplares destinados al estudio de la evolución de 
la microbiota digestiva, la respuesta inmunológica y la realización de la infección 
experimental. Los ejemplares no fueron alimentados el día anterior al muestreo, siendo 
anestesiados con aceite de clavo, previamente a la extracción de muestras. 

Los parámetros analizados fueron:
� Crecimiento en longitud y peso cada tres semanas, calculándose las tasas de 

crecimiento diario (SGR) para los tres grupos y comparándose estadísticamente 
mediante ANOVA 

� Supervivencia final. 
� Composición corporal de músculo e hígado y de las dietas utilizadas (proteínas, 

lípidos totales y perfil de ácidos grasos) a los dos meses de adición de los 
probióticos. Ambas determinaciones fueron realizadas, según metodología descrita 
en la sección 4, comparándose los resultados obtenidos mediante ANOVA. 

� Evolución de la microbiota digestiva (DGGE) durante la adición probiótica (15, 
30 y 60 días) y al término de la misma (tras 30 días sin), según la metodología 
descrita en la sección 7. Las bandas de DGGE y los índices de similitud de Dice 
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fueron calculadas con el software FPQuest 4.5 (Applied Maths BVBA, Sint-
Martens-Latem, Bélgica). Se construyeron clusters de DGGE mediante la 
aplicación UPGMA. 

� Evolución de la respuesta inmune durante la adición del probiótico (3, 7, 14 y 60 
días) con determinación de la actividad lisozima, anticuerpos específicos, 
inmunoglobulinas totales, proteínas y proteínas inmunogénicas (Western-Blot) 
según lo descrito en la sección 6.  

� Infección experimental (ip) con P. damselae subsp. piscicida a los quince días del 
inicio de la adición de los probióticos. Se seleccionó la dosis 4.8x104 ufc g-1 de 
pez, siendo la metodología empleada la descrita en la sección  3. Los porcentajes 
de mortalidad y de supervivencia relativa (RPS) se analizaron mediante un Chi 
cuadrado. 

� Análisis de metabolitos (glucosa, glucógeno, lactato, proteínas, aminoácidos, 
triglicéridos y ácidos grasos) en plasma, hígado y músculo de los diferente grupo 

estudiados, según lo descrito en la sección 8. 
� Viabilidad bacteriana en pienso. 
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PROBIO 1 
Influencia del probiótico Shewanella putrefaciens Pdp11 fresco en el 
crecimiento, composición corporal y resistencia frente a 
Photobacterium damselae subsp. piscicida en lenguado (Solea 
senegalensis) durante el engorde 
 

1.1. Resistencia frente a infección experimental con P. damselae 
subsp. piscicida 

Los porcentajes de mortalidad acumulada de los ejemplares sometidos a 
infección experimental (ip) con P. damselae subsp. piscicida Lgh41/01 tras 
60 días de alimentación con una dieta probiótica (Pdp11 fresca) y una control 
se reflejan en la Tabla 1. Dichos porcentajes fueron menores para el grupo 
que recibió adición de Pdp11 fresca (50-73%) respecto al grupo control (88.9-
100%). Todas las mortalidades en los grupos experimentales fueron causadas 
por el patógeno ensayado, como se demostró a partir de cultivo de riñón, 
hígado y bazo y posterior confirmación con el test de anticuerpos Mono-Pp 
(Bionor). En algunos de los casos se observó la presencia de nódulos en el 
bazo y el hígado (Fig. 1). No se detectó mortalidad en los grupos de peces que 
recibieron inóculo de PBS, con lo que asimismo quedó descartada la 
mortalidad atribuible a parámetros relacionados con manipulación y estrés. 
Los porcentajes de supervivencia relativa (RPS) para el grupo alimentado con 
el probiótico Pdp11 fueron de 43,8%. 
 

 
Figura 1. Sintomatología de pasteurelosis en juveniles de lenguado tras 
infección experimental con Photobacterium damselae subsp. piscicida. 
Nótese la presencia de nódulos blancos en los órganos internos 
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Tabla 1. Porcentajes de mortalidad y RPS de juveniles de S. senegalensis 
alimentados con dos dietas experimentales (control y probiótico Pdp11 fresco) 
y sometidos a infección experimental con P. damselae subsp piscicida. 

 Peces muertos / 
Totales 

Mortalidad 
(%)

RPS 

Dieta Pdp11 14/19 73,7 26,3 
 9/18 50,0 43,8 
Dieta control 16/18 88,9  
 17/18 95,0  

RPS: Porcentaje de Supervivencia Relativa = [1-(%mortalidad en 
peces alimentados con Pdp11/  %mortalidad en controles)] *100. 

 

1.2. Crecimiento de los ejemplares en cultivo 
El crecimiento de los juveniles de lenguado alimentados durante 57 días 

con las dos dietas experimentales se muestra en la Tabla 2. Los ejemplares 
que recibieron la dieta adicionada con el probiótico Pdp11 fresco mostraron 
una tasa de crecimiento específica (SGR) significativamente mayor (1,08% 
día-1) y una producción neta mayor (2426 g/tanque) que los alimentados con 
la dieta control (0,91% día-1 y 1996 g/tanque, respectivamente). La 
supervivencia final registrada fue del 100% para ambos grupos  
experimentales. 

 
Tabla 2. Crecimiento de juveniles de S. senegalensis alimentados con dos dietas 
experimentales (control y probiótico Pdp11 fresco)  

SGR: Tasa de crecimiento específica. Media ± error estándard. Diferentes 
letras indican diferencias significativas (P<0,05). 

 

1.3. Composición corporal de los ejemplares al término de la 
experiencia 

Los valores medios de proteínas estuvieron alrededor del 77 g Kg-1 en 
músculo y de 28,2 g Kg-1 en hígado. En cuanto a los lípidos totales 
determinados los valores oscilaron alrededor de 11,2 g Kg-1 en músculo y 
26,9 g Kg-1 en hígado. No se registraron diferencias entre los ejemplares 
alimentados con las dos dietas experimentales (Fig. 2). 

 Dieta Control Dieta Pdp11 
Peso inicial (g) 23,4 ± 1,9 24,4± 2,3 
Peso final (g) 34,5 ± 3,1 37,8 ± 3,8 
Biomasa inicial / tanque (g) 4214 ± 368 4384 ± 405 
Biomasa final / tanque (g) 6211 ± 592 6810 ± 610 
Producción neta / tanque (g) 1996 ± 220 2426 ± 276 
Supervivencia (%) 100,0 ± 0,0 100,0 ± 0,0 
SGR (% día-1) 0,91 ± 0,02 a 1,08 ± 0,02 b 
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Tabla 3. Perfil de ácidos grasos (%) en músculo de de juveniles de S. senegalensis 
alimentados con dos dietas experimentales (control y probiótico Pdp11 fresco).  
 

Ácidos grasos Dieta Control Dieta Pdp11 
14:0 2.91 ± 0.55 3.18 ± 0.62 
14:1 0.10 ± 0.03 0.11 ± 0.03 
15:0 0.09 ± 0.04 0.10 ± 0.05 
16:0 18.0 ± 0.5 18.3 ± 1.1 
16:1n-11 0.42 ± 0.05 0.45 ± 0.04 
16:1n-9 0.37 ± 0.04 0.41 ± 0.11 
16:1n-7 5.76 ± 1.07 5.67 ± 0.85 
16:1n-5 0.27 ± 0.01 0.28 ± 0.07 
17:0 0.77 ± 0.04 0.82 ± 0.12 
16:2n-4 0.66 ± 0.13 0.65 ± 0.09 
17:1 0.29 ± 0.03 0.27 ± 0.03 
18:0 4.85 ± 0.62 4.82 ± 1.04 
18:1n-9 12.8 ± 0.5 12.7 ± 0.8 
18:1n-7 2.94 ± 0.09 2.97 ± 0.05 
16.4 0.17 ± 0.01 0.17 ± 0.01 
18:2n-6 3.67 ± 0.42 3.77 ± 0.48 
18:3n-3 0.73 ± 0.16 0.73 ± 0.12 
20:1n-11 0.39 ± 0.04 0.40 ± 0.02 
20:1n-9 2.95 ± 0.19 3.11 ± 0.49 
20:1n-7 0.29 ± 0.01 0.29 ± 0.04 
18:4n-3 1.71 ± 0.44 1.62 ± 0.25 
20:4n-6 1.44 ± 0.17 1.37 ± 0.14 
22:1n-11 2.25 ± 0.23 2.39 ± 0.44 
22:1n-9 0.39 ± 0.05 0.42 ± 0.08 
22:1n-7 0.10 ± 0.04 0.15 ± 0.05 
20:4n-3 0.79 ± 0.08 0.72 ± 0.08 
20:5n-3 6.87 ± 1.40 6.23 ± 0.69 
22:5n-3 6.07 ± 0.52 6.21 ± 0.72 
22:6n-3 22.0 ± 3.3 21.7 ± 1.8 
PUFAs 44.1 ± 1.1 43.2 ± 1.7 
SAFAs 26.6 ± 0.8 27.2 ± 1.7 
MUFAs 29.3 ± 1.1 29.7± 1.3 
n-3 38.1 ± 1.3 37.2 ± 1.6 
n-6 5.12 ± 0.28 5.14 ± 0.40 
n-9 16.5 ± 0.4 16.7± 0.4 
n-3 HUFAs 35.7 ± 1.8 34.9 ± 1.7 
n-3/n-6 7.48 ± 0.62 7.27± 0.58 
EPA/DHA 0.32 ± 0.09 0.29 ± 0.05 
ARA/EPA 0.22 ± 0.08 0.22 ± 0.04 
ARA/DHA 0.07 ± 0.00 0.06 ± 0.01 
DHA/EPA/ARA 2.32 ± 0.66 2.58 ± 0.41 
MUFAs/ n-3 HUFAs 0.82 ± 0.07 0.85 ± 0.07 
MUFAs/PUFAs 0.67 ± 0.04 0.69 ± 0.05 
MUFAs/SAFAs 1.10 ± 0.06 1.10 ± 0.09 
18:1n-9/ n-3 HUFAs 0.34 ± 0.03 0.39 ± 0.08  

(Media ± error estándar). Diferentes letras significan diferencias significativas. (P<0,05) 
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Figura 2. Proteínas y lípidos totales (g Kg-1 ) en músculo (a) e hígado (b) de 
juveniles de S. senegalensis alimentados con dos dietas experimentales (control y 
probiótico Pdp11 fresco) (Media ± error estándard ; P<0,05). 

 
El perfil de ácidos grasos (%) detectado en el músculo de los ejemplares 

que recibieron la dieta probiótica S. putrefaciens Pdp11 fresca no mostró 
diferencias significativas con el grupo control (Tabla 3)   
 

 
1.4. Viabilidad del probiótico en pienso.  

El recuento de Pdp11 fresco incorporado en el pienso y determinado en 
TSAs estuvo alrededor de 8 x 106 ufc/g. No se detectaron bacterias 
cultivables después de 24 h, tanto a 4ºC como a 22ºC. 
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PROBIO 2 
Efecto de la administración de Shewanella Pdp11 y Pdp13 liofilizadas, en el 
desarrollo y resistencia frente a Photobacterium damselae subsp. piscicida en 
juveniles de lenguado (Solea senegalensis). 
 
2.1. Resistencia frente a infección experimental con P. damselae subsp. 
piscicida  

Los porcentajes de mortalidad acumulada de los juveniles sometidos a infección 
experimental (ip) con P. damselae subsp. piscicida Lgh41/01 tras 69 días de 
alimentación con dos dietas probióticas (Pdp11 y Pdp13 liofilizadas) y una control se 
muestran en la Tabla 4. Como se puede observar, estos porcentajes fueron menores para 
los grupos probióticos (70-75% para Pdp11 y 65-70% para Pdp13 liofilizadas) que los 
registrados para el grupo control (100%). Todas las mortalidades de los grupos 
experimentales fueron causadas por el patógeno ensayado, como se demostró a partir de 
cultivo de riñón, hígado y bazo y posterior confirmación con el test Mono-Pp (Bionor). 
Como en la experiencia 1, en algunos casos se observó la presencia de nódulos en el 
bazo e hígado de los ejemplares. No se detectó mortalidad en los grupos de peces que 
recibieron inóculo de PBS, con lo que asimismo quedó descartada la mortalidad 
atribuible a parámetros relacionados con manipulación y estrés. Los porcentajes de 
supervivencia relativa (RPS) de los ejemplares alimentados con la dieta adicionada de 
Pdp11 y Pdp13 estuvieron entre el 27,5-32,5 % respectivamente. 
 

Tabla 4. Porcentajes de mortalidad y RPS de juveniles de S. senegalensis alimentados con una 
dieta control y dos adicionadas con probióticos (Pdp11 y Pdp13 liofilizados) sometidos a 
infección experimental con P. damselae subsp piscicida. 

Ensayo Dietas Peces 
muertos/totales 

Mortalidad 
(%) RPS 

1 Pdp13L 14/20 70 30 
Pdp11L 15/20 75 25 
Control 20/20 100  

2 Pdp13L 13/20 65 35 
Pdp11L 14/20 70 30 
Control 20/20 100  

RPS: Porcentaje de Supervivencia Relativa = [1-(%mortalidad en peces alimentados 
con Pdp11 ó Pdp13/  %mortalidad en controles)] *100 

 

2.2. Crecimiento de los ejemplares en cultivo  
El crecimiento de los juveniles de lenguado alimentados durante 69 días con las 

tres dietas experimentales se muestra en la Tabla 5. Las tasas de crecimiento específico 
(SGR) fueron significativamente mayores (P<0,05) para los especímenes que recibieron 
la dieta control y la dieta con Pdp11 liofilizado (0,69% día-1 y 0,62% día-1 
respectivamente) frente a los que recibieron la dieta con la cepa Pdp13 liofilizado 
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(0,49% día-1). Además se observó una menor dispersión en el peso final en los 
ejemplares alimentados con S. putrefaciens Pdp11 liofilizada. La supervivencia final 
registrada fue del 100% para todos los grupos experimentales. 
 

Tabla 5. Crecimiento de juveniles de S. senegalensis alimentados con una dieta control y dos 
adicionadas con probióticos liofilizados (Pdp11 y Pdp13 ). 

 Dieta Control Dieta Pdp11L Dieta Pdp13L 
Peso inicial (g) 27,2± 1,8 25,3 ± 1,6 27,6 ±2,3 
Peso final (g) 39,1 ± 3,7 35,3 ± 1,8 36,4 ± 3,5 

Biomasa inicial / tanque (g) 3322 ± 214 3092 ± 197 3365 ± 280 
Biomasa final / tanque (g) 4771 ± 449 4305 ± 224 4440 ± 430 

Producción neta / tanque (g) 1448 ± 285 1214 ± 134 1074 ± 191 
Supervivencia (%) 100,0 ± 0,0 100,0 ± 0,0 100,0 ± 0,0 

SGR (% día-1) 0,69 ± 0,13 a 0,62± 0,09 a 0,49 ± 0,07 b 
SGR: Tasa específica de crecimiento. (Media ± error estándard). Diferentes letras significan 
diferencias significativas. P<0,05). 

 

2.3. Composición corporal de los ejemplares al término de la experiencia 
La composición corporal de músculo e hígado de los ejemplares alimentados con las 
tres dietas ensayadas se expone en la Figura 3. Los valores de proteínas fueron 
significativamente mayores (P<0,05) en el músculo de los ejemplares que recibieron la 
dieta adicionada de Pdp13 liofilizada (80,2 g Kg-1) frente a los que recibieron la dieta 
control (67,3 g Kg-1). Asimismo los niveles de proteínas en los ejemplares alimentados 
con Pdp11 liofilizada fueron mayores (77,5 g Kg-1) que los del control, si bien no a un 
nivel significativo (P>0,05). En cuanto a los lípidos detectados en músculo,  los  peces  
alimentados  con  ambas  dietas  probióticas  mostraron niveles ligeramente mayores 
(11.6 g Kg-1Pdp11; 11,5 g Kg-1 Pdp13) que los de la dieta control (9.89 g Kg-1), aunque 
no a un nivel significativo (P>0,05). 

 
 

 
Figura 3. Composición corporal (%) en músculo (a) e hígado (b) de juveniles de S. senegalensis 
alimentados con una dieta control y dos adicionadas con probióticos liofilizados (Pdp11,Pdp13). 
(Media ± error estándard). Diferentes letras significan diferencias significativas (P<0,05). 
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Tabla 6. Perfil de ácidos grasos (%) en músculo de juveniles de S. senegalensis alimentados con una 
dieta control y dos adicionadas con probióticos liofilizados (Pdp11 y Pdp13). 

 Dieta Control Dieta Pdp11L Dieta Pdp13L 
14:0 2.83 ± 0.20 3.34 ± 1.74 2.81 ± 1.24 
14:1 0.04 ± 0.03 0.08 ± 0.04  0.05 ± 0.05 
15:0 0.22  ± 0.11 0.27 ± 0.13 0.23 ± 0.15  
16:0 17.6 ± 2.6 17.9 ± 1.8 17.1 ± 1.4 
16:1n-11 0.30 ± 0.02 0.30 ± 0.07  0.32 ± 0.09 
16:1n-9 0.25 ± 0.03 0.30 ± 0.11 0.31 ± 0.13 
16:1n-7 4.84 ± 1.07 5.21 ± 2.27 5.12 ± 2.03 
16:1n-5 0.19 ± 0.04 0.17 ± 0.07 0.23 ± 0.06 
17:0 0.53 ± 0.06 0.59 ± 0.08 0.51 ± 0.02 
16:2n-4 0.52 ± 0.06 0.52 ± 0.31  0.59 ± 0.27 
17:1 0.33 ± 0.11 0.22 ± 0.11  0.25 ± 0.03 
18:0 5.59 ± 1.38  5.70 ±1.46 5.58 ± 1.33 
18:1n-9 13.0 ±1.0 13.7 ± 0.2 13.9 ± 0.9 
18:1n-7 3.14 ± 0.28 3.05 ± 0.11 3.13 ± 0.11 
18:2n-6 4,31 ± 0,68 4,38 ±0,50 4,71 ± 0,54 
18:3n-3 0,77 ± 0,27 0,81 ± 0,20 0,90 ± 0,20 
20:1n-11 0.33 ± 0.04 0.34 ± 0.01 0.34 ± 0.02 
20:1n-9 1.85 ± 0.37 2.26 ± 0.25 2.27 ± 0.16 
20:1n-7 0.22 ± 0.07 0.23 ± 0.02 0.23 ± 0.03 
18:4n-3 1.36 ± 0.57 1.10 ± 0.37 1.15 ± 0.37 
20:4n-6 1,60 ± 0,26 1,51 ± 0,45 1,57 ± 0,50 
22:1n-11 1.35 ± 0.44 1.66 ± 0.46 1.71 ± 0.31 
22:1n-9 0.26 ± 0.11 0.30 ± 0.08 0.35 ± 0.07 
22:1n-7 0.11 ± 0.01 0.10 ± 0.03 0.09 ± 0.02 
20:4n-3 0.70 ± 0.21 0.57 ± 0.10 0.61 ± 0.13 
20:5n-3 8,13 ± 1,56 6,94 ± 0,45 7,13 ± 0,38 
22:5n-3 8.13 ± 1.56 6.94 ± 0.44 7.13 ± 0.38 
22:6n-3 22,9 ± 2,9 22,4 ± 6,1 19,3 ± 1,3 
PUFAs 47,0 ± 1,0 44,2 ± 5,6 45,5 ± 5,2 
SAFAs 26,8 ± 4,2 27,9 ±2,1 26,3 ± 1,6 
MUFAs 26,2 ± 3,4 28,0 ± 3,7 28,3 ± 3,9 
n-3 40,4 ± 0,5 37,7 ± 5,9 38,4 ± 6,3 
n-6 5,90 ± 0,48a 5,88 ± 0,20a 6,28 ± 0,10b 
n-9 15,3 ± 1,4 16,6 ± 0,6 16,9 ± 1,2 
n-3 HUFAs 38.3 ± 0.6 35.7 ± 6.5 36.3 ± 6.1 
n-3/n-6 6,88 ± 0,53 6,41 ± 1,02 6,12 ± 0,93 
EPA/DHA 0.36 ± 0.11 0.33 ± 0.11 0.33 ± 0.08 
ARA/EPA 0.21 ± 0.07 0.22 ± 0.07 0.22 ± 0.06 
ARA/DHA 0.07 ± 0.01 0.07 ± 0.00 0.07 ± 0.00 
DHA/EPA/ARA 1,83 ± 0,45 2,16 ±0,16 2,05 ± 0,24 
MUFAs/n-HUFAs 0.68 ± 0.10 0.82 ± 0.25 0.81 ± 0.24 
MUFAs/PUFAs 0.56 ± 0.06 0.65 ± 0.16 0.64 ± 0.16 
MUFAs/SAFAs 1.01 ± 0.28 1.00 ± 0.07 1.08 ± 0.10 
18:1n-9/n-3HUFAs 0.34 ± 0.03 0.39 ± 0.08 0.39 ± 0.09 

(Media ± error estándar). Diferentes letras significan diferencias significativas. (P<0,05). 
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Respecto al perfil de ácidos grasos (%) detectado en músculo (Tabla 6), se 
observaron valores de ácidos grasos n-6 significativamente mayores para los ejemplares 
alimentados con la dieta Pdp13 liofilizada (6,28 g Kg-1), respecto a  los que recibieron 
tanto la dieta Pdp11 liofilizada (5,88 g Kg-1) como la dieta control (5,90 g Kg-1). El 
resto de los ácidos grasos no mostró diferencias significativas entre los diferentes 
grupos experimentales. 

No se registraron diferencias significativas en los valores de proteínas (29,4-36,6 
g Kg-1) y de lípidos totales (34,8-39,7 g Kg-1) según las dietas suministradas (Fig. 2), 
aunque se detectó una tendencia a valores ligeramente menores de proteínas y mayores 
de lípidos en el hígado de los peces alimentados con la dieta Pdp13 liofilizada (P>0,05). 
El perfil de ácidos grasos (%) determinado en hígado reveló la existencia de mayores 
diferencias entre las tres dietas que las observadas en músculo (Tabla 7). A pesar de que 
en el hígado los niveles de ácidos grasos de la serie n-3 fueron similares (31,5-35,4 g 
Kg-1) entre los diferentes grupos experimentales, se registraron niveles 
significativamente superiores de ácidos grasos de las series n-6 y n-9 en los ejemplares 
alimentados con Pdp11 (8,56 y 18,5 g Kg-1) y Pdp13 (8,79 y 18,9 g Kg-1) frente a los 
detectados en el grupo control (7,29 y 14,5 g Kg-1) (P<0,05). Así, el índice n-3/n-6 
también se vió influido, siendo significativamente mayor en los peces del grupo control 
(4,88 g Kg-1) que en los del grupo Pdp13 liofilizado (3,57 g Kg-1). No se observaron 
diferencias significativas para los ácidos araquidónico (20:4n-6) y eicosapentanoico 
(20:5n-3) entre los peces que recibieron las distintas dietas. Sin embargo, los niveles de 
ácidos monoinsaturados (MUFAs) fueron significativamente mayores (33,2 g Kg-1) y 
los del ácido docosahexanoico (22:6n-3) significativamente menores (17,3 g Kg-1) en 
los ejemplares alimentados con la dieta Pdp13 liofilizada frente a aquellos del grupo 
control (28,9 g Kg-1, MUFAs; 21,4 g Kg-1, DHA) (P<0.05). Además, los niveles de 
ácidos linolénico (18:3n-3) y linoleico (18:2n-6) fueron significativamente superiores en 
los peces alimentados con ambas dietas probióticas: Pdp11 (1,37 g Kg-1 y 6,75 g Kg-1, 
respectivamente) y Pdp13 liofilizadas (1,46 g Kg-1 y 7,08 g Kg-1, respectivamente) 
frente a la dieta control (0,81 g Kg-1 y 5,05 g Kg-1, respectivamente)(P<0,05). Por el 
contrario, los niveles  de ácidos estearidónico (18:4n-3) y 20:4n-3 fueron 
significativamente menores en los ejemplares que recibieron ambas dietas probióticas, 
Pdp11 (0,92 g Kg-1 y 0,76 g Kg-1 respectivamente) y Pdp13 (0,98 g Kg-1 y 0,77 g Kg-1 

respectivamente) en comparación con los alimentados con la dieta control (1,34 Kg-1 y 
1,06 Kg-1  respectivamente) (P<0,05).La diferencia observada para estos dos ácidos 
grasos en el hígado también se vió reflejada de un modo no significativo en el músculo. 
Señalar por último que también existieron diferencias significativas en los ácidos grasos 
17:1 y 18:1n-9 entre los especímenes suplementados con Pdp11 (0,36 Kg-1 y 16,2 Kg-1  

respectivamente) y Pdp13 (0,35 Kg-1  y 16,5 Kg-1  respectivamente) frente al grupo 
control (0.51 Kg-1 y 12,3 Kg-1  respectivamente)(P<0,05). 
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Tabla 7: Perfil de ácidos grasos (%) en hígado de juveniles de S. senegalensis  alimentados con una dieta 
control y dos adicionadas con probióticos liofilizados (Pdp11 y Pdp13). 

Ácido grasos Dieta Control Dieta Pdp11L Dieta Pdp13L 
14:0 4.02 ± 1.14 3.83 ± 0.82 4.25 ± 1.23 
14:1 0.10 ± 0.06 0.08 ± 0.04 0.08 ± 0.05 
15:0 0.35 ± 0.14 0.39 ± 0.07 0.36 ± 0.16 
16:0 17.8 ± 1.1 17.0 ± 1.4 16.6 ± 1.6 
16:1n-11 0.50 ± 0.10 0.40 ± 0.07 0.40 ± 0.06 
16:1n-9 0.48 ± 0.17 0.61 ± 0.14 0.56 ± 0.17 
16:1n-7 7.07 ± 1.49 6.93 ± 0.72 7.17 ± 1.15 
16:1n-5 0.30 ± 0.08 0.22 ± 0.03 0.26 ± 0.04 
17:0 0.86 ± 0.17 0.80 ± 0.11 0.61 ± 0.15 
16:2n-4 0.68 ± 0.18 0.70 ± 0.07 0.78 ± 0.14 
17:1 0.51 ± 0.05a 0.36 ± 0.07b 0.35 ± 0.03b 

18:0 4.54 ± 0.95 3.75 ± 0.39 3.75 ± 0.22 
18:1n-9 12.3 ± 1.0a 16.2 ± 1.4b 16.5 ± 1.0b 

18:1n-7 3.96 ± 0.23 3.80 ± 0.09 3.91 ± 0.15 
16.4 0.18 ± 0.01 0.15 ± 0.01 0.15 ± 0.01 
18:2n-6 5,05 ± 0,16a 6,75 ±0,17b 7,08 ± 0,17b 
18:3n-3 0,81 ± 0,07a 1,37 ± 0,03b 1,46 ± 0,06b 
20:1n-11 0.25 ± 0.01 0.23 ± 0.02 0.25 ± 0.02 
20:1n-9 1.40 ± 0.06 1.42 ± 0.09 1.47 ± 0.17 
20:1n-7 0.28 ± 0.01 0.28 ± 0.02 0.29 ± 0.03 
18:4n-3 1.34 ± 0.17a 0.92 ± 0.12b 0.98 ± 0.15b 

20:4n-6 2,25 ± 0,96 1,81 ± 0,35 1,72 ± 0,22 
22:1n-11 1.32 ± 0.10 1.22 ± 0.12 1.41 ± 0.18 
22:1n-9 0.29 ± 0.05 0.36 ± 0.09 0.38 ± 0.03 
22:1n-7 0.17 ± 0.06 0.14 ± 0.04 0.16 ± 0.05 
20:4n-3 1.06 ± 0.09a 0.76 ± 0.03b 0.77 ± 0.07b 

20:5n-3 4,09 ± 1,24 3,99 ± 0,84 4,09 ± 1,30 
22:5n-3 6.71 ± 0.21 6.26 ± 1.25 6.92 ± 1.85 
22:6n-3 21,4 ± 1,6a 19,3 ± 1,3a,b 17,3 ± 0,7b 
PUFAs 43,5 ± 3,5 42,0 ± 1,5 41,2 ± 4,0 
SAFAs 27,5 ± 1,3 25,8 ± 2,2 25,6 ± 2,9 
MUFAs 28,9 ± 2,6a 32,2 ± 1,9a,b 33,2 ± 1,6b 
n-3 35,4 ± 7,3 32,6 ± 1,4 31,5 ± 3,8 
n-6 7,29 ± 0,92a 8,56 ± 0,38b 8,79 ± 0,34b 
n-9 14,5 ± 1,1a 18,5 ± 1,6 b 18,9 ± 1,0b 
n-3 HUFAs 33.2 ± 2.8 30.3 ± 1.2 29.0 ± 3.7 
n-3/n-6 4,88 ± 0,34a 3,82 ± 0,16a,b 3,57 ± 0,32b 
EPA/DHA 0.19 ± 0.05 0.21 ± 0.04 0.24 ± 0.07 
ARA/EPA 0.55 ± 0.14 0.46 ± 0.06 0.44 ± 0.10 
ARA/DHA 0.10 ± 0.04 0.09 ± 0.02 0.10 ± 0.01 
DHA/EPA/ARA 2,82 ± 1,26 2,91 ±1,05 2,68 ± 0,86 
MUFAs/n-3 HUFAs 0.88 ± 0.15 1.06 ± 0.08 1.16 ± 0.18 
MUFAs/PUFAs 0.67 ± 0.11 0.77 ± 0.06 0.81 ± 0.10 
MUFAs/SAFAs 1.05 ± 0.08 1.26 ± 0.18 1.31 ± 0.13 
18:1n-9/ n-3 
HUFAs  

0.37 ± 0.06a 0.53 ± 0.04b 0.58 ± 0.08b 

(Media ± error estándar). Diferentes letras significan diferencias significativas. (P<0,05). 



Resultados 
 

102 

2.4. Histología de músculo, hígado e intestino de ejemplares al término de la 
experiencia 

Las imágenes al microscopio óptico del músculo de ejemplares alimentados con 
las tres dietas experimentales presentaron la acumulación característica de grasa debajo 
de la piel y entre las fascias musculares (Fig. 4). Este almacenamiento lipídico entró 
ligeramente en las fascias musculares de los peces que recibieron ambas dietas 
probióticas, siendo el efecto más acusado en los juveniles alimentados con la dieta 
Pdp13 liofilizada (Fig.4c).  

 

 
Figura 4. Imágenes al microscopio óptico de vacuolas grasas (400X) en músculo de juveniles 
de  S. senegalensis alimentados con una dieta control (a) y dietas adicionadas de Pdp13 (b) y 
Pdp11 (c) liofilizados. La estrella muestra el almacenamiento lipídico habitual y la flecha, 
aquel que penetra en las fascias musculares. 

 
Las imágenes al microscopio óptico del hígado de juveniles alimentados con las 

tres dietas experimentales se presentan en la Figura 5. No se registraron diferencias 
significativas entre los ejemplares alimentados con la dieta control y la Pdp13 
liofilizada, con rangos de acumulación lipídica entre 52 y 56,3 %. (Tabla 8). Por el 
contrario, los peces que recibieron la dieta probiótica Pdp11 liofilizada mostraron una 
significativa menor acumulación de vacuolas grasas en los hepatocitos (20,7%) 
(P<0,05). 
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Figura 5. (a) Imágenes al microscopio óptico de vacuolas grasas (400X) en hígado de juveniles de S. 
senegalensis alimentados con una dieta control, (b) alimentados con dietas adicionadas de Pdp11 
liofilizada, y (c) adicionadas de Pdp13 liofilizada. (d) Imágenes al microscopio óptico de vacuolas grasas 
(400X) en enterocitos de juveniles de S. senegalensis alimentados con una dieta control; (b) alimentados 
con dietas adicionadas de Pdp11 liofilizada, y (c) adicionadas de Pdp13 liofilizada. 
 

El análisis histológico de los enterocitos mostró un mayor número de vacuolas 
grasas, asimismo de mayor tamaño, en los ejemplares alimentados con las dietas control 
y suplementada con Pdp13 liofilizada (Fig. 5 d,f). Los especímenes alimentados con la 
dieta Pdp11 liofilizada mostraron un número significativamente menor de vacuolas 
grasas (P<0,05) en los enterocitos (43,4%; Fig. 5e). El porcentaje de campos ocupado 
por las gotas lipídicas en el intestino de todos los peces estuvo comprendido entre 
43,4% y 57,1% (Tabla 8). 
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Tabla 8. Porcentaje de campos del epitelio intestinal e hígado con acumulación 
lipídica en juveniles de S. senegalensis alimentados con una dieta control y dietas 
adicionadas de Pdp11 y Pdp13 liofilizadas. (Media ± error estándar; P<0,05). 

Dieta Intestino Hígado 

Control 55,4 ± 1,1a 56,3 ± 1,1a 
Pdp11L 43,4 ± 0,9b 20,7 ± 0,4b 
Pdp13L 57,1 ± 1,1a 52,0 ± 1,0c 

Diferentes letras significan diferencias significativas. P<0,05). 

 

2.5. Estudio de la microbiota intestinal al término de la experiencia 
Los resultados derivados del análisis PCR-DGGE y secuenciación de bandas 

mostraron la existencia de una modulación en la microbiota digestiva de los peces de 
acuerdo a la alimentación con ambas dietas probióticas. Para poder interpretar los 
resultados se establecieron tres clusters en base al cálculo del índice de simulitud entre 
las muestras (Fig. 6). Los ejemplares que recibieron la dieta control presentaron mayor 
similitud con los alimentados con la dieta Pdp11 liofilizado (72%) que con respecto a 
los alimentados la dieta Pdp13 liofilizado (58%). El grupo que presentó una mayor 
homogeneidad fue el correspondiente a los peces que recibieron la dieta Pdp13 
liofilizado, con un índice de similitud del 80%. 
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Figura 6. Índices de similitud (DICE) de las bandas de DGGE de intestinos de 
juveniles de S. senegalensis alimentados con una dieta control y dietas adicionadas 
de Pdp11 y Pdp13 liofilizadas. 
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2.6. Viabilidad del probiótico en pienso 
Los resultados de viabilidad de las cepas Pdp11 y Pdp13 incluidas en alginato 

cálcico mostraron al término del proceso de liofilización una concentración de bacterias 
cultivables en TSAs entre 2 x 107 y 2 x 105 ufc/g. Esta concentración decreció hasta ser 
nula a las 48 horas. 
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PROBIO 3 
Adición de los probióticos Shewanella Pdp11 y Pdp13 administrados frescos 
en preengorde de lenguado (Solea senegalensis) 
 
3.1.  Características metabólicas de los probióticos ensayados 
Se exponen a continuación algunas características metabólicas y bioquímicas de las dos 
cepas utilizadas (Pdp11 y Pdp13) en las experiencias de alimentación con probióticos. 
Como se puede observar (Tabla 9), tan sólo encontramos diferencias en el crecimiento 
en TCBS y hemolisis en Agar Sangre en cuanto es positivo para Pdp13 y tarda más de 
72h para Pdp11.  

 

Tabla 9. Características metabólicas de las cepas probióticas Pdp11 y Pdp13 

Prueba Cepa Pdp11 Cepa Pdp13 
Tinción Gram - - 
Catalasa + + 
Oxidasa + + 
Movilidad + + 
ONPG - - 
Gelatinasa + + 
Caseinasa + + 
Lecitinasa - - 
Lipasa + + 
Arginina dihidrolasa - - 
Lisina descarboxilasa - - 
Ornitina descarboxilasa - - 
Citrato + + 
Formación de H2S + + 
Ureasa - - 
TDA - - 
Voges- Proskauer - - 
Indol - - 
Crecimiento TCBS + (72h) + 
Hemolisis Agar Sangre + (72 h) + 

Crecimiento a: 7ºC + +
37ºC - - 

Crecimiento en 0% + +
6% + + 
8% + + 

Ácido a partir de 

Gluc. + +
Man. - - 
Inos. - - 
Sorb. - - 
Rhan - - 
Sac. + + 
Mel. - - 
Amy. - - 
Arab. - - 

Sensibilidad O129 + +
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3.2. Capacidad inhibitoria “in vitro” de Pdp11 y Pdp13 
Los resultados obtenidos en nuestro estudio con bacterias frescas, liofilizadas, 

extracto del lioflizado, ECPs y ECPs inactivados por calor se muestran en las Tablas 10 
y 11. Como se puede observar la capacidad de inhibición frente a ambos patógenos 
ensayados (V. harvey y P. damselae subsp.piscicida) fue más intensa con Pdp11 que 
para Pdp13. 
 

Tabla 10. Capacidad de de inhibición de la cepa Ppd11 frente a V. harveyi y P. damselae subsp. 
piscicida. ++: positivo; +: positivo débil; -: negativo; +/-: resultado negativo o muy débilmente 
positivo. 

 Masa 
bacteriana ECPs ECPs 

inactivados 
Bacterias 
liofilizada

Extracto del 
liofilizado 

V. harveyi ++ + +/- + + 
P. damselae ++ ++ - ++ ++ 

 
Tabla 11. Capacidad de de inhibición de la cepa Pdp13 frente a V. harveyi y P. damselae subsp. 
piscicida. ++: positivo; +: positivo débil; -: negativo; +/-: resultado negativo o muy débilmente 
positivo. 

 Masa 
bacteriana ECPs ECPs 

inactivados
Bacterias 
liofilizada

Extracto del 
liofilizado 

V. harveyi + +/- +/- +/- - 
P. damselae - + - + + 

 
 
A partir de ambos liófilos se observó el crecimiento de bacterias probióticas, sin 

embargo no se detectó crecimiento de bacterias a partir de los ECPs o del extracto 
estéril de los liofilizados. 
 

 
Figura 7. Placas de cultivos con césped de P. damselae subsp. piscicida donde se aprecian los halos de 
inhibición producidos por (a) el co-cultivo en pocillos de masa bacteriana liofilizada y extracto estéril del 
liofilizado de la cepa PDP11; y (b)  la adición en pocillos de ECPs de la cepa PDP11. Se puede observar 
la diferencia entre los resultados obtenidos con los ECPs frescos (izquierda) y los inactivados (derecha).  
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Cuando los probióticos eran viables (masa bacteriana fresca y masa liofilizada), y 
por tanto pudieron crecer en las placas de co-cultivos, los halos de inhibición 
aumentaron significativamente cuando las placas, tras la incubación a 22 ºC, se 
conservaron a 6 ºC durante 4 días (Fig. 7). Este efecto se pudo ver sobre todo en los co-
cultivos con V. harveyi. Lo pocillos que dieron en un principio como negativos 
continuaron sin producir inhibición. 
 

3.3. Composición bioquímica de Pdp11 y Pdp13  
El análisis de proteínas de ambos probióticos, Pdp11 y Pdp13, no mostró 

diferencias significativas, con valores entre 37,1 g Kg-1  (Pdp11) y 38,8 g Kg-1  (Pdp13.), 
si bien los niveles de lípidos totales fueron significativamente mayores para Pdp13 (9,17 
g Kg-1) frente a Pdp11 (7,89 g Kg-1), como se puede apreciar en la Figura 8. 

 

 
Figura 8. Proteínas y lípidos totales (%) de los probióticos Pdp11 y Pdp13. 
(Media ± error estándard). Diferentes letras significan diferencias 
significativas (P<0.05). 

 
En cuanto al perfil de ácidos grasos (%) se observó que el aporte mayoritario de 

ambas cepas era de ácidos grasos monoinsaturados (MUFAs) con valores de 66,9 g Kg-1 

para Pdp11 y 62,2 Kg-1 para Pdp13), presentándose además numerosas diferencias entre 
ambas cepas (Tabla 12). De especial interés fueron los valores significativamente  
menores de SAFAs y mayores de MUFAs (27,8 g Kg-1 y 66,9 g Kg-1 respectivamente) 
de Pdp11 frente a Pdp13 (32,0 g Kg-1 y 62,2 g Kg-1 respectivamente). En cuanto a los 
ácidos grasos de la serie n-6 y n-9 también se registraron diferencias significativas entre 
ambos probióticos (0,13 g Kg-1 y 3,92 g Kg-1, Pdp11;  0,07 g Kg-1 y 3,13 g Kg-1, 
Pdp13)(P<0,05) Si bien los niveles de EPA (2,75 g Kg-1) y ARA (0,05 g Kg-1) fueron 
similares entre ambas cepas, los relativos a DHA fueron inapreciables para Pdp13, 
estando en 0,06 g Kg-1 los correspondientes a Pdp13. Resultaron  muy llamativas las 
diferencias significativas detectadas entre ambos probióticos S. putrefaciens y S. baltica 
respecto a los ácidos grasos 16:1n-11 (0,08  g Kg-1, Pdp11; 5,26 g Kg-1, Pdp13) y 16:1n-
7 (27,3 g Kg-1, Pdp11; 19,7 g Kg-1, Pdp13). 
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Tabla 12. Perfil de ácidos grasos (%) de las dos cepas (Pdp11 y Pdp13) empleadas. 

 Pdp11 Pdp13 
14:0 2.10 ± 0.01a 2.21 ± 0.00b 
14:1 11.4 ± 0.0a 12.1 ± 0.0b 
15:0 11.1 ± 0.0a 16.8 ± 0.0b 
16:0 10.7 ± 0.0a 9.3 ± 0.0b 
16:1n-11 0.08 ± 0.01a 5.26 ±0.00b 
16:1n-9 1.97 ± 0.00a 1.71 ± 0.00b 
16:1n-7 27.3 ± 0.0a 19.7 ± 0.0b 
16:1n-5 0.11 ± 0.00 0.12 ± 0.00
17:0 3.50 ± 0.06 3.41 ± 0.02 
16:2n-4 1.94 ± 0.00a 2.43 ± 0.01b 
17:1 21.3 ± 0.0a 19.8 ± 0.0b 
18:0 0.43 ± 0.00a 0.31 ± 0.03b 
18:1n-9 1.88 ± 0.02a 1.39 ± 0.01b 
18:1n-7 2.56 ± 0.02a 2.16 ± 0.01bb 
16.4 0.08 ± 0.05 0.09 ± 0.00 
18:2n-6 0.07 ±0.01a 0.02 ± 0.01b 
18:3n-3 0.04 ± 0.00a 0.01 ± 0.01b 
20:1n-11 0.06 ± 0.04 0.02 ± 0.01 
20:1n-9 0.03 ± 0.01a 0.01 ± 0.00b 
20:1n-7 0.04 ± 0.02a 0.01 ± 0.00b 
18:4n-3 0.23 ± 0.01a 0.27 ± 0.01b 
20:4n-6 0.05 ± 0.01 0.05 ± 0.00 
22:1n-11 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 
22:1n-9 0.04 ± 0.02 0.02 ± 0.02 
22:1n-7 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 
20:4n-3 0.08 ± 0.00a 0.09 ± 0.00b 
20:5n-3 2.75 ± 0.02 2.75 ± 0.01 
22:5n-3 0.06 ± 0.00a 0.05 ± 0.00b 
22:6n-3 0.06 ± 0.00a 0.00 ± 0.00b 
PUFAs 5.36 ± 0.03a 5.77 ± 0.01b 
SAFAs 27.8 ± 0.0a 32.0 ± 0.0b 
MUFAs 66.9 ± 0.1a 62.2 ± 0.0b 
n-3 3.22 ± 0.03 3.17 ± 0.01 
n-6 0.13 ± 0.02a 0.07 ± 0.01b 
n-9 3.92 ± 0.02a 3.13 ± 0.03b

n-3 HUFAs 2.95 ± 0.03 2.88 ± 0.01 
n-3/n-6 25.9 ± 2.9a 43.6  ± 7.0b

EPA/DHA 44.2 ± 3.7  
ARA/EPA 0.02 ± 0.00 0.02 ± 0.00 
ARA/DHA 0.82 ± 0.07  
DHA/EPA/ARA 0.45 ± 0.04
MUFAs/ n-3 HUFAs 22.6 ± 0.2a 21.6 ± 0.1b

MUFAs/PUFAs 12.5 ± 0.1a 10.8 ± 0.0b

MUFAs/SAFAs 2.41 ± 0.00a 1.94 ± 0.00b 
18:1n-9/ n-3 HUFAs  0.64 ± 0.01a 0.48 ± 0.00b

(Media ± error estándar). Diferentes letras significan diferencias significativas. (P<0,05). 
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Los resultados obtenidos en los cromatogramas adjuntos (Fig. 9) reflejan un gran 
número de ácidos grasos de cadena corta y media presentes en ambas cepas probióticas, 
cuya determinación no fue posible por las características del cromatógrafo y la ausencia 
de patrones específicos. 
 

 
Figura 9. Cromatogramas referentes a los probióticos ensayados frente al pienso control: (a) 
.pienso control, (b) Pdp11, (c) Pdp13. 

 

3.4. Crecimiento de los ejemplares en cultivo 
El crecimiento de juveniles de lenguado alimentados durante 60 días con las tres 

dietas experimentales no mostró diferencias significativas, estando la tasa de 
crecimiento específico (SGR) entre 1,18-1,25 % (Tabla 13). La supervivencia final 
registrada fue del 100% para ambos grupos alimentados con dieta probiótica y del 
99,6% para los correspondientes al grupo control. 
 

Tabla 13: Crecimiento de juveniles de S. senegalensis alimentados con una dieta control y dos 
adicionadas con probióticos frescos  (Pdp11 y Pdp13). 

 Dieta Control Dieta Pdp11F Dieta Pdp13F 
Peso inicial (g) 15,0 ± 0,2 15,0 ± 0,0 15,0 ± 0,1 
Peso final (g) 33,5 ±  1,1 32,7 ± 2,4 31,8 ± 1,0 

Biomasa inicial / tanque (g) 1834 ± 29 1836 ± 1 1829 ± 6 
Biomasa final / tanque (g) 4054 ± 182 3978 ± 313 3884 ± 125 

Producción neta / tanque (g) 2220 ± 153 2142 ± 312 2055 ± 119 
Supervivencia (%) 99,6 ± 0,6 100.0 ± 0,0 100.0 ± 0,0 

SGR (% día-1) 1,25 ±  0,03 1,21 ± 0,11 1,18 ± 0,04 
SGR: Tasa específica de crecimiento. (Media ± error estándard).Diferentes letras significan 
diferencias significativas. P<0,05). 
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3.5. Estudio de parámetros inmunológicos al término de la experiencia 
Los peces alimentados con la dieta adicionada de Pdp13 fresca mostraron un 

aumento significativo de la actividad antiproteasa en suero, frente a los ejemplares del 
grupo control. Esta diferencia no fue detectada para los peces que recibieron la dieta 
adicionada de Pdp11 fresca, como se puede observar en la Figura 10. 
 

.  
Figura 10. Actividad antiproteasa de juveniles de S. senegalensis alimentados 
con una dieta control y dietas adicionadas de Pdp11 y Pdp13 frescas. 

 
 

En cuanto al título de anticuerpos específicos en suero (ELISA), no se observaron 
diferencias significativas en los ejemplares alimentados con las diferentes dietas 
ensayadas (P<0,05), según los resultados que se presentan en la Figura 11. 

 

 
Figura 11. Índice de las diluciones límite (dilución límite tratamiento/dilución límite 
control) obtenidas mediante ELISA indirecto de sueros de peces alimentados con las 
dietas probióticas Pdp11 y Pdp13 frescas, utilizando como antígenos bacterias 
inactivadas de Pdp11 y Pdp13 respectivamente. 
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3.6. Evolución de la microbiota digestiva y modulación probiótica 
La microbiota intestinal analizada mediante el estudio del 16S rDNA (PCR-

DGGE) móstró una sucesión a lo largo del tiempo (Fig. 12), estableciéndose 3 clusters: 
el primero correspondiente al inicio de la adición probiótica (24-72h) con un índice de 
similitud del 10% entre muestras, el segundo relativo a las 2, 3 semanas, con un índice 
de similitud del 35%  y el tercero, referente al término de la experiencia, con un índice 
del 15%.  
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Figura 12. Evolución de la microbiota intestinal de juveniles de S. senegalensis alimentados 
con una dieta control y dietas adicionadas de Pdp11 y Pdp13 frescas. 

 
 

 
 
 

 
Figura 13. Indices de similitud (Pearson) de las bandas de 
DGGE de intestinos de juveniles de S. senegalensis 
alimentados con una dieta control y dietas adicionadas de 
Pdp11 y Pdp13 frescas. 
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Si observamos la microbiota intestinal de los tres grupos experimentales a los 57 
días de adición probiótica, podemos observar 3 clusters (Fig 13): el que agrupa la 
correspondiente a los ejemplares que recibieron la dieta Pdp13 fresco, con un índice de 
similitud del 50%, otro referente a los alimentados con la dieta Pdp11 fresco, cuyo 
índice de similitud era del 35% y finalmente el grupo control, con el índice más bajo 
(18%). 
 

3.7. Estudio histológico de digestivo, hígado y músculo 
El análisis histológico de enterocitos mostró menor número de vacuolas grasas en 

los ejemplares alimentados con la cepa Pdp13 fresca (Fig. 14c), frente a los grupos que 
recibieron el pienso control (Fig. 14a) o adición de la cepa Pdp11 fresca (Fig. 14b), si 
bien no a nivel significativo (P>0,05). Se detectó gran variabilidad en estos dos últimos 
grupos de ejemplares.  
 

 

 

Figura 14. Imágenes al microscopio óptico de vacuolas grasas (400X) en enterocitos de juveniles de S. 
senegalensis alimentados con una dieta control (a) y dietas adicionadas de Pdp11 (b) y Pdp13 (c) frescas. 
 

No se observaron diferencias significativas en el músculo de los juveniles 
alimentados con las tres dietas ensayadas. El examen microscópico de las muestras de 
hígado no pudo ser concluyente, al detectarse gran variabilidad entre réplicas en todos 
los especímenes, independientemente de la dieta experimental utilizada.  
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3.8. Composición corporal de los ejemplares al término de la experiencia 
La composición corporal de músculo e hígado de los ejemplares alimentados con 

las tres dietas experimentales se muestra en la Figura 15. Como se puede observar, no se 
registraron diferencias significativas en os valores de proteínas entre grupos 
experimentales  en músculo (88,0-90,9 g Kg-1) o hígado (30,6-37,7 g Kg-1). Sin 
embargo, el nivel de lípidos detectado en músculo fue significativamente mayor 
(P<0,05) en el grupo control (7,92 g Kg-1), que en los grupos adicionados de probiótico 
(4.92 g Kg-1, Pdp11 fresco; 5,09 g Kg-1, Pdp13 fresco), existiendo una tendencia similar 
en hígado, aunque no alcanzó un nivel significativo (P>0,05).  
 

 
Figura 15. Proteínas y lípidos totales (%) en músculo (a) e hígado (b) de juveniles de S. senegalensis  
alimentados con una dieta control y dos adicionadas con probióticos frescos (Pdp11 y Pdp13). (Media ± 
error estándard). Diferentes letras significan diferencias significativas (P<0.05). 
 

El perfil de ácidos grasos analizados (%) en músculo e hígado se presenta en las 
Tablas 15 y 16. En cuanto al primero, no se registraron diferencias significativas entre 
peces alimentados con las diferentes dietas experimentales respecto a PUFAs, MUFAs, 
n-3, n-6, n-9, EPA o ARA. En cuanto al DHA, se observó una tendencia de mayores 
valores en los ejemplares que recibieron ambas cepas probióticas. Por el contrario, se 
detectaron niveles significativamente menores en ácidos linolénico (18:3n-3)  y 
estearidónico (18:4n-3) en el músculo de los ejemplares alimentados con Pdp11 (0,87 g 
Kg-1 y 0,58 g Kg-1 respectivamente) y Pdp13 frescos (0,98 g Kg-1 y 0,67 g Kg-1 

respectivamente)  frente al grupo control (1,15 g Kg-1 y 0,99 g Kg-1  

respectivamente)(P<0,05). Además se obtuvieron niveles significativamente mayores de 
ácido palmítico (16:1n-5) en los especímenes que recibieron Pdp11 (0,34 g Kg-1) frente 
a los alimentados con Pdp13 (0,17 g Kg-1) (P<0,05) y una tendencia a mayores valores 
con respecto al grupo control (0,22 g Kg-1), aunque no a nivel significativo (P>0,05). 
En el caso del  hígado,  se observaron menores valores de ácidos grasos de la serie n-3, 
en los peces alimentados con ambos probióticos. De  especial interés los valores 
significativamente menores del ácido estearidónico (18:4n-3) (P<0,05) y menores del 
ácido 20:4n-3 (P>0,05) para Pdp11 (0, 26 g Kg-1  y 0,33 g Kg-1 respectivamente) y 
Pdp13 (0,22 g Kg-1 y 0,26 g Kg-1respectivamente) frente a los que recibieron la dieta 
control (0,77 g Kg-1y 0,57 g Kg-1respectivamente) (P>0,05). Asimismo se determinaron 
niveles significativamente menores de 16:2n-4 en los ejemplares alimentados con  la 
dieta Pdp13 fresca (0,79 g Kg-1), frente a los alimentados con  la dieta Pdp11 fresca 
(0,94 g Kg-1) (P<0.05). 
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Tabla 14. Perfil de ácidos grasos (%) en músculo de juveniles de S. senegalensis  alimentados con una 
dieta control y dos adicionadas con probióticos frescos (Pdp11 y Pdp13). 

 Dieta Control Dieta Pdp11F Dieta Pdp13F 
14:0 3,17 ± 0.78 2,43 ± 0.56 2,21 ± 0.06 
14:1 0,12 ± 0.05 0,08 ± 0.02 0,07 ± 0.02 
15:0 0,48 ± 0.06 0,41 ± 0.08 0,42 ± 0.03 
16:0 17,9 ± 0.7 18,8 ± 0.9 18,1 ± 0.6 
16:1n-11 0,24 ± 0.09 0,13 ± 0.03 0,17 ± 0.05 
16:1n-9 0,27 ± 0.07 0,15 ± 0.04 0,19 ± 0.06 
16:1n-7 3,72 ± 1.07 2,61 ± 0.55 2,70 ± 0.15 
16:1n-5 0,22 ± 0.02ab 0,34 ± 0.11b 0,17 ± 0.03a 

17:0 0,61 ± 0.03 0,65 ± 0.07 0,64 ± 0.08 
16:2n-4 0,94 ± 0.07 0,97 ± 0.21 0,87 ± 0.08 
17:1 0,31 ± 0.07 0,37 ± 0.14 0,29 ± 0.17 
18:0 6,04 ± 1.17 7,08 ± 0.48 7,03 ± 0.42 
18:1n-9 9,93 ± 0.71 9,41 ± 0.70 9,63 ± 0.54 
18:1n-7 2,51 ± 0.17 2,39 ± 0.10 2,35 ± 0.05 
16.4  0,29 ± 0.10 0,39 ± 0.17 0,16 ± 0.07 
18:2n-6 5,96 ± 0.71 5,42 ± 0.51 5,55 ± 0.44 
18:3n-3  1,15 ± 0.21a 0,87 ± 0.11b 0,98 ± 0.10ab 

20:1n-11 0,20 ± 0.11 0,12 ± 0.02 0,08 ± 0.03 
20:1n-9 0,81 ± 0.14 0,70 ± 0.05 0,66 ± 0.04 
20:1n-7 0,21 ± 0.10 0,18 ± 0.07 0,16 ± 0.08 
18:4n-3 0,99 ± 0.28a 0,58 ± 0.15b 0,67 ± 0.08ab 

20:4n-6 1,76 ± 0.32 2,03 ± 0.12 2,04 ± 0.04 
22:1n-11 0,70 ± 0.20 0,52 ± 0.07 0,45 ± 0.09 
22:1n-9 0,20 ± 0.06 0,11 ± 0.03 0,10 ± 0.08 
22:1n-7 0,06 ± 0.03 0,10 ± 0.01 0,06 ± 0.03 
20:4n-3 0,52 ± 0.09 0,46 ± 0.05 0,52 ± 0.04 
20:5n-3  6,92 ± 0.58 6,22 ± 0.25 7,01 ± 0.54 
22:5n-3 8,51 ± 0.37 7,91 ± 0.45 8,62 ± 0.54 
22:6n-3 25,3 ± 3.2 28,5 ± 3.2 28,1 ± 0.8 
PUFAs 52,3 ± 1.7 53,4 ± 2.6 54,6 ± 1.2 
SAFAs 28,2 ± 1.0 29,4 ± 1.2 28,4 ± 1.1 
MUFAs 19,5 ± 2.6 17,2 ± 1.6 17,1 ± 0.7 
n-3 43,3 ± 1.8 44,6 ± 0.39 45,9 ± 1.3 
n-6 7,72 ± 0.45 7,44 ± 0.39 7,58 ± 0.42 
n-9 11,2 ± 0.9 10,4 ± 0.8 10,6 ± 0.5 
n-3 HUFAs 41,2 ± 2.3 43,1 ± 3.1 44,3 ± 1.4 
n-3/n-6 5,64 ± 0.55 6,01 ± 0.65 6,08 ± 0.41 
EPA/DHA 0,28 ± 0.05 0,22 ± 0.03 0,25 ± 0.01 
ARA/EPA 0,26 ± 0.06 0,33 ± 0.02 0,29 ± 0.02 
ARA/DHA 0,07 ± 0.01 0,07 ± 0.00 0,07 ± 0.00 
DHA/EPA/ARA 2,11 ± 0.23 2,26 ± 0.18 1,98 ± 0.14 
MUFAs/n-3 0,79 ± 0.02 0,81 ± 0.02 0,81 ± 0.01 
MUFAs/PUFAs 0,38 ± 0.06 0,32 ± 0.05 0,31 ± 0.02 
MUFAs/SAFAs 0,70 ± 0.12 0,58 ± 0.04 0,60 ± 0.03 
18:1n-9/ n-3 0.24 ± 0.03 0.22 ± 0.03 0.22 ± 0.02 

(Media ± error estándar). Diferentes letras significan diferencias significativas. (P<0,05). 



Resultados 

117 

Tabla 15. Perfil de ácidos grasos (%)  en hígado de juveniles de S. senegalensis  alimentados 
con una dieta control y dos adicionadas con probióticos frescos (Pdp11 y Pdp13). 

 Dieta Control Dieta Pdp11F Dieta Pdp13F 
14:0 6,03 ±1.42 7.21 ± 1.23 6.98 ± 0.81 
14:1 0,08 ± .05 0.13 ± 0.03 0.11 ± 0.03 
15:0 0,65±0.19 0.74 ± 0.15 0.67 ± 0.14 
16:0 22,5±6.0 25.2 ± 3.8 25.6 ± 4.1 
16:1n-11 0,41±0.08 0.49 ± 0.05 0.46 ± 0.04 
16:1n-9 0,95±0.46 1.50 ± 0.35 1.51 ± 0.22 
16:1n-7 7,75±0.90 8.78 ± 1.61 8.57 ± 0.64 
16:1n-5 0,26±0.12 0.41 ± 0.15 0.28 ± 0.09 
17:0 1,65±0.32 1.56 ± 0.26 1.54 ± 0.28 
16:2n-4 0,88±0.07ab 0.94 ± 0.05a 0.79 ± 0.05b 

17:1 0,43±0.16 0.43 ± 0.26 0.52 ± 0.16 
18:0 5,36±0.99 5.78 ± 0.68 6.88 ± 0.96 
18:1n-9 13,8±1.4 16.2 ± 2.7 17.8 ± 4.4 
18:1n-7 4,42±0.41 5.19 ± 0.73 5.11 ± 0.37 
16.4 0,24 ±0.09 0.13 ± 0.04 0.11 ± 0.05 
18:2n-6 9,66±2.43 8.26 ± 2.31 7.80 ± 1.11 
18:3n-3 1,98±0.63 1.34 ± 0.76 1.12 ± 0.38 
20:1n-11 0,06±0.02 0.07 ± 0.06 0.05 ± 0.03 
20:1n-9 0,77±0.03 0.91 ± 0.15 0.87 ± 0.12 
20:1n-7 0,39±0.14 0.39 ± 0.22 0.42 ± 0.04 
18:4n-3 0,77±0.10a 0.26 ± 0.09b 0.22 ± 0.08b 
20:4n-6 1,68±0.43 1.25 ± 0.49 1.18 ± 0.30 
22:1n-11 0,67±0.07 0.82 ± 0.12 0.64 ± 0.17 
22:1n-9 0,22±0.08 0.21 ± 0.08 0.21 ± 0.06 
22:1n-7 0,06±0.02 0.11 ± 0.01 0.11 ± 0.03 

20:4n-3 0,57±0.16 0.33 ± 0.11 0.26 ± 0.09 
20:5n-3 2,44±0.86 1.76 ± 1.06 1.33 ± 0.53 
22:5n-3 6,20±2.18 3.40 ± 0.97 3.39 ± 0.69 
22:6n-3 9,07±3.15 5.76 ± 2.07 5.36 ± 2.04 
PUFAs 33,5±11.7 23.8 ± 8.8 21.7 ± 8.3 
SAFAs 36,2±8.8 40.5 ± 5.7 41.6 ± 5.5 
MUFAs 30,3±3.3 35.7 ± 6.5 36.7 ± 5.2 
n-3 20,9±9.0 13.0 ± 8.7 11.8 ± 6.9 
n-6 11,3±2.8 9.5 ± 2.9 9.0 ± 1.4 
n-9 15,7±1.7 18.9 ± 3.6 20.4 ± 4.6 
n-3 HUFAs 18,3±8.2 11.2 ± 4.6 10.3 ± 6.3 
n-3/n-6 1,78±0.47 1.25 ± 0.57 1.26 ± 0.51 
EPA/DHA 0,29±0.07 0.34 ± 0.11 0.27 ± 0.07 
ARA/EPA 0,72±0.16 0.76 ± 0.12 0.92 ± 0.14 
ARA/DHA 0,21±0.08 0.27 ± 0.12 0.25 ± 0.07 
DHA/EPA/ARA 2,24±0.65 2.83 ± 1.25 3.48 ± 1.19 
MUFAs/-3 HUFAs 0,53±0.07 0.43 ± 0.12 0.45 ± 0.09 
MUFAs/PUFAs 1,06±0.61 1.95 ± 0.84 1.89 ± 0.74 
MUFAs/SAFAs 0,86±0.14 0.88 ± 0.08 0.89 ± 0.15 
18:1n-9 / n-3 
HUFAs 0.95 ± 0.40 2.47 ± 1.20 2.22 ± 0.89 

(Media ± error estándar). Diferentes letras significan diferencias significativas. (P<0,05). 
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3.9. Viabilidad del probiótico en pienso 
Los ensayos de viabilidad de los probióticos Pdp11 y Pdp13 fresco adicionados 

con alginato en el pienso mostraron una caída de viabilidad de 0 a 3 órdenes de 
magnitud. Los títulos de bacterias cultivables se mantuvieron estables durante al menos 
dos semanas, observándose dispersiones altas en el caso del Pdp11. 
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PROBIO 4 
Modulación del estado fisiológico e inmunológico de juveniles de lenguado 
(Solea senegalensis) alimentados con dietas adicionadas del probiótico 
Shewanella putrefaciens Pdp11 fresco y liofilizado durante el preengorde 

4.1. Resistencia frente a infección experimental con P. damselae subsp. 
piscicida

La mortalidad acumulada obtenida en la infección experimental (ip) con P.
damselae subsp piscicida. Lgh41/01 realizada a los quince días de adición probiótica se 
muestra en la Figura 16. Todas las mortalidades de los grupos experimentales fueron 
causadas por el patógeno ensayado, como se demostró a partir de cultivo de riñón, 
hígado y bazo y posterior confirmación con el test Mono-Pp (Bionor). Los ejemplares 
alimentados con Pdp11 fresco mostraron un RPS (Porcentaje relativo de supervivencia) 
de un 21,4% mientras que los grupos Pdp11 liofilizado o alginato fueron similares al 
control. El proceso comenzaba al día 4-5 después de la inoculación del patógeno, 
estabilizándose a los 10 días en todos los grupos experimentales. 
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Figura 16: Mortalidad acumulada (%) en juveniles de S. senegalensis alimentados con 
cuatro dietas diferentes tras infección experimental (i.p.) con P. damselae subsp piscicida

4.2. Estudio de parámetros inmunológicos al término de la experiencia 
La actividad lisozima ensayada en sueros de los ejemplares alimentados con las 

cuatro dietas (Pdp11 fresco, liofilizado, control y alginato) mostró una gran dispersión 
en cualquiera de los momentos de análisis (Fig. 18), por lo que no se detectaron 
diferencias significativas entre dietas. 
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Figura 17. Actividad lisozima (en Unidades/min por cada mL de suero) detectada en sueros de 
peces alimentados con la cepa Pdp11 fresca, liofilizada frente al control y control-alginato 
durante 3, 7, 14 y 60 días. 

En cuanto al título de anticuerpos específicos frente a la cepa Pdp11 e 
inmunoglobulinas totales en suero (ELISA), no se observaron diferencias significativas 
en los ejemplares alimentados con las diferentes dietas ensayadas (P<0,05), según los 
resultados que se presentan en las Figuras 18 y 19. 
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Figura 18. Valores de absorbancia obtenidos con distintas diluciones de sueros de lenguados 
mediante la técnica ELISA, utilizando como antígeno bacterina de la cepa Pdp11 y suero de 
lenguados con dieta con Pdp11 fresco, liofilizado, control y control-alginato.
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Figura 19. Medida de inmunoglobulinas totales en sueros de lenguados mediante la técnica 
ELISA, utilizando distintas diluciones de suero de lenguados con dieta Pdp11 fresco, 
liofilizado, control y control-alginato.

La concentración de proteínas determinada en sueros de los ejemplares 
alimentados con las cuatro dietas experimentales (Pdp11 fresco, liofilizado, control y 
alginato) mostró una gran dispersión a lo largo del tiempo de estudio (Fig. 20). Sin 
embargo, a día 7 se observaron valores significativamente mayores en suero de 
juveniles que recibieron la dietas Pdp11 liofilizado (74,4 mg/ml) frente a la dieta control 
(44,9 mg/ml). Las dietas alginato y Pdp11 frescos presentaron valores mayores (81,1 
mg/ml, alginato; 83,8mg/ml, Pdp11 fresco) aunque no a nivel significativo (P>0,05). 
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Figura 20. Medida de proteínas en suero de lenguados alimentados con dieta Pdp11 fresco, 
liofilizado, control y control-alginato.

No se han observado diferencias en  proteínas inmunogénicas (Western-Blot) 
entre los peces alimentados con las diferentes dietas a lo largo de la experiencia (30 y 
60 días). Como se muestra en las figuras 21 y 22, no se detectaron bandas nítidamente 
reactivas al utilizar el suero de peces alimentados con el probiótico (fresco y 
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liofilizado), frente a los resultados obtenidos con ambos controles. En la figura 23, se 
observa el gel de electroforesis teñido con azul de Comassie, apreciándose la existencia 
de bandas proteicas en los distintos preparados de ECPs y OMPs procedentes de la cepa 
Pdp11.

Figura 21. Western Blot de ECPs y OMPs incubados frente a sueros de peces alimentados con dietas 
Pdp11 liofilizado o fresco durante uno o dos meses. 

Figura 22. Western Blot de ECPs y OMPs incubados frente a sueros de peces 
alimentados con dietas Control y Control alginato durante dos meses.
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Figura 23. Gel de electroforesis teñida con azul de Comassie. De izquierda a 
derecha se pueden observar las siguientes bandas: 1 y 2 ECPs, 3 y 4 OMPs, 5 
patrón de peso molecular.

Estos resultados sugieren que la adición probiótica de Pdp11, fresco o liofilizado, 
en pienso no produce una respuesta humoral específica. Sin embargo no se descarta la 
posibilidad de que dicha estimulación sea local, a nivel de la mucosa digestiva. 

4.3. Crecimiento de los ejemplares en cultivo
El crecimiento de los ejemplares alimentados con las cuatro dietas ensayadas 

durante dos meses se presenta en la Tabla 17. Las tasas de crecimiento (SGR) 
registradas estuvieron entre 1,09-1,28, no observándose diferencias significativas 
(P<0,05). La supervivencia fue del 100% en todos los grupos, excepto en el alimentado 
con Pdp11 fresco, que fue del 98,6%. 

Tabla 16: Crecimiento de juveniles de S. senegalensis alimentados con cuatro dietas        experimentales 
(Pdp11F: Pdp11 fresco; Pdp11L:y Pdp11 liofilizado)  

Control Alginato Pdp11F Pdp11L 
Peso inicial (g) 9,8 ± 0,2 10,1 ± 0,1 10,6 ± 0,5 11,0 ± 0,6
Peso final (g) 21,4 ± 1,4 19,9 ± 0,8 20,2 ± 1,1 21,3 ± 1,2
Biomasa inicial / tanque (g) 1367 ± 22 1420 ± 20 1477 ± 71 1535 ± 86
Biomasa final / tanque (g) 2993 ± 190 2780 ± 116 2791 ± 91 2986 ± 170 
Producción neta / tanque (g)  1626 ± 167 1360 ± 97 1314 ± 20 1451 ± 84 
Supervivencia (%) 100.0 ± 0,0 100.0 ± 0,0 98,6 ± 2,0 100.0 ± 0,0 
SGR (% día-1) 1,28 ± 0,08 1,10 ± 0,05 1,07 ± 0,01 1,09 ± 0,00 

SGR: Tasa específica de crecimiento. (Media ± error estándard).Diferentes letras significan diferencias 
significativas. P<0,05).
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4.4. Estudio de parámetros metabólicos al finalizar la experiencia 
Los resultados de los análisis de metabolitos en plasma, hígado y músculo se 

presentan en las Tablas 18, 19 y 20. Se observaron niveles significativamente mayores 
de glucosa (5,1 µmol/g), lactato (0,83 µmol/g) y triglicéridos (14,6 µmol/g) en plasma 
(P<0.05) para los ejemplares alimentados con la dieta S. putrefaciens Pdp11 fresco, 
frente al control (3,8 µmol/g; 0,66 µmol/g; 11,2 µmol/g). Además los peces alimentados 
con ambas dietas probióticas (Pdp11 fresco y liofilizado), registraron valores 
significativamente mayores de glucosa, aminoácidos y lactato en músculo y de 
triglicéridos y glucógeno en hígado. Estos últimos alcanzaron niveles de especial 
relevancia en las dietas probióticas ensayadas (215,7 µmol/g, Pdp11 fresco; 174,8 
µmol/g, Pdp11 liofilizado), frente al grupo control (122 µmol/g) y control alginato 
(130,5 µmol/g). 

Tabla 17: Metabolitos en plasma de juveniles de S. Senegalensis  alimentados con cuatro dietas 
experimentales (Pdp11F: Pdpp11 fresco; Pdp11L: Pdp11 liofilizado) durante dos meses. 

Grupo Control Pdp11F Pdp11L 
Glucosa (mM) 3,8±0,3b 5,1±0,3a 4,0±0,3b

Lactato (mM) 0,66±0,04b 0,83±0,05a 0,77±0,05a,b

Proteínas (mg/mL) 43,4±1,4 39,0±0,9 41,9±1,6 
Aminoácidos (mM) 19,1±0,9 17,4±1,0 20,1±1,1
ÁcidosGrasos (mM) 0,50±0,07 0,54±0,07 0,54±0,10
Triglicéridos (mM) 11,2±0.7b 14,6±0,9a 12,5±0,8a,b

Tabla 18. Metabolitos en hígado de juveniles de S. senegalensis alimentados con cuatro dietas 
experimentales (Pdp11F: Pdpp11 fresco; Pdp11L: Pdp11 liofilizado) durante dos meses. 

Grupo Control Alginato Pdp11F Pdp11L 
Glucógeno (µmol /g) 122,0±6,3c 130,5±6,7c 215,7±7,9a 174,8±8,2b

Glucosa  (µmol /g) 17,7±2,3 14,0±5,.7 11,6±1,2 9,2±1,4 
Triglicéridos (µmol /g) 10,0±0,4c 10,4±0,4b,c 13,2±0,8a 12,9±0,8a,b

Aminoácidos (µmol /g) 28,6±1,7 27,3±2,2 22,4±1,5 23,2±1,2 

Tabla 19. Metabolitos en músculo de juveniles de S. senegalensis alimentados con cuatro dietas 
experimentales (Pdp11F: Pdpp11 fresco; Pdp11L: Pdp11 liofilizado) durante dos meses. 

Grupo Control Alginato Pdp11F Pdp11L 
Glucógeno (µmol /g) 0,63±0,18 0,72±0,16 0,68±0,15 0,60±0,12 
Glucosa (µmol /g) 0,79±0,17a 0,87±0,22a 1,21±0,16b 1,79±0,11c

Aminoácidos (µmol /g) 122,0±8,1c 130,8±6,0b,c 170,8±9,0a 157,2±9,2a,b

Triglicéridos (µmol /g) 0,89±0,05 0,95±0,04 0,99±0,06 0,95±0,06 
Lactato (µmol /g) 33,3±1,5b 31,8±1,2b 40,6±1,9a 40,2±1,6a
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4.5. Evolución de la microbiota digestiva 
El análisis de la microbiota digestiva (DGGE) tras dos meses de suministro de 

probiótico mostró una homogeneidad significativamente superior (P<0,05) en los 
juveniles alimentados con la dieta Pdp11 liofilizado (100%) y gran homogeneidad en 
los ejemplares que recibieron la dieta control alginato (95%) y Pdp11 fresco (80%). Sin 
embargo, se observó una menor similitud (60%) entre ejemplares que recibieron la dieta 
control (Fig. 24). 
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Figura 24. Patrones de bandas de microbiota digestiva (DGGE) de juveniles de S. Senegalensis 
alimentados  con cuatro dietas  experimentales (Pdp11F: Pdpp11 fresco; Pdp11L: Pdp11 
liofilizado) durante dos meses.
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Figura 25. Patrones de bandas de microbiota digestiva (DGGE) de juveniles de S. senegalensis
alimentados durante dos meses con cuatro dietas experimentales (Pdp11F: Pdpp11 fresco; 
Pdp11L: Pdp11 liofilizado), tras un mes de interrupción del suministro probiótico. 
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El análisis de la microbiota digestiva (DGGE) tras un mes de interrupción del 
suministro de probiótico mostró una reducción en la homogeneidad inicial entre 
ejemplares, con valores del 75% para los juveniles alimentados con las dietas con 
Pdp11 liofilizado y alginato y del 50% para los que recibieron las dietas con Pdp11 
fresco y control (Fig. 25).

4.6. Estudio histológico de hígado y músculo 
El examen microscópico de las muestras de hígado reflejó gran número de 

vacuolas grasas en más del 75% de las muestras examinadas (Figura 26b), presentando 
el resto cierto grado de vacuolización (Figura 26a) y, en algunos casos, una 
vacuolización grasa extrema valorada como esteatosis hepática  

Figura 26. Imágenes al microscopio óptico de vacuolas grasas (400X) en hígado (a-c) y músculo (d-f) de 
juveniles de S. senegalensis alimentados con cuatro dietas experimentales (control, control-alginato, 
Pdp11 fresco y Pdp11 liofilizado). 
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(Figura 26c). No se encontró relación entre el depósito lipídico y la dieta suministrada a 
los ejemplares. 

En cuanto al examen microscópico del músculo se observaron diferente grado de 
vacuolización lipídica  (Fig. 26d,e,f). Estos depósitos se detectaron en todos los casos 
debajo  de  la  piel  y/ó  penetrando  entre las fascias  musculares. En ninguna  de las
muestras aparecieron vacuolas lipídicas  en el interior  de las fibras musculares. No
se pudo  establecer una  relación  entre los  depósitos  grasos y las diferentes
dietas suministradas. 

4.7. Composición corporal de los ejemplares al término de la experiencia 
La composición corporal de músculo de los peces alimentados con las cuatro 

dietas experimentales (Fig. 27) no mostró diferencias significativas. Los valores medios 
de proteínas estuvieron alrededor de 67,6-72,8 g Kg-1 y los de lípidos totales entre 10,0-
16,6 g Kg-1.
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Figura 27. Proteínas y lípidos totales (%) en músculo de juveniles de S. senegalensis
alimentados con cuatro dietas experimentales (Pdp11F: Pdpp11 fresco; Pdp11L: Pdp11 
liofilizado) (Media ± error estándard). Diferentes letras significan diferencias significativas 
(P<0.05). 

4.8. Composición bioquímica (proteínas, lípidos y perfil de ácidos grasos) de 
las dietas utilizadas. 

Los valores de proteínas en las cuatro dietas utilizadas en esta experiencia fueron 
significativamente mayores (P<0.05) para el pienso control y el adicionado de Pdp11 
fresco, frente al que incorporaba alginato ó el Pdp11 liofilizado. Una tendencia similar 
fue observada respecto a los lípidos totales, aunque no a nivel significativo.
En relación al perfil de ácidos grasos (%) no se registraron diferencias significativas 
entre piensos, respecto a PUFAs, MUFAs, n-3, n-9, DHA, EPA o ARA, como  se  
muestra en la  Tabla 20.  Tan sólo se detectaron  valores significativamente mayores en 
ácido linolénico (18:3n-3) para el pienso adicionado de Pdp11 fresco (1,22%) frente a 
todos los demás (1,20%). Asimismo, se observaron valores significativamente mayores 
de ácidos grasos de la serie n-6 para el pienso con incorporación de alginato (7,31%) 
frente al control (7,26%).
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Tabla 20. Perfil de ácidos grasos (%)  en pienso comercial control y adicionado de alginato, probiótico 
(S.putrefaciens Pdp11) fresco y liofilizado (Media ± error estándar, P<0.05). 

Control Alginato Pdp11L Pdp11F 
14:0 6.57 ± 0.19  6.81 ± 0.08 6.71 ± 0.39 6.75 ± 0.03 
14:1 0.24 ± 0.01 0.27 ± 0.03 0.25 ± 0.01 0.25 ± 0.01 
15:0 0.52 ± 0.01 0.51 ± 0.01 0.54 ± 0.03 0.52 ± 0.01 
16:0 19.0 ± 0.3 19.6 ± 0.1 19.3 ± 0.6 19.3 ± 0.0 
16:1n-11 0.38 ± 0.02 0.36 ± 0.02 0.36 ± 0.04 0.35 ± 0.04 
16:1n-9 0.23 ± 0.01 0.24 ± 0.01 0.24 ± 0.03 0.20 ± 0.01 
16:1n-7 7.80 ± 0.12 7.92 ± 0.07 7.87 ± 0.28 7.87 ± 0.02 
16:1n-5 0.25 ± 0.01 0.26 ± 0.02 0.27 ± 0.01 0.28 ± 0.03 
17:0 1.09 ± 0.01 1.08 ± 0.06 1.17 ± 0.07 1.17 ± 0.07 
16:2n-4 1.12 ± 0.03 1.15 ± 0.02 1.13 ± 0.02 1.13 ± 0.02 
17:1 0.33 ± 0.02 0.34 ± 0.02 0.35 ± 0.02 0.36 ± 0.02 
18:0 4.53 ± 0.03 4.55 ± 0.04 4.51 ± 0.04 4.52 ± 0.09 
18:1n-9 11.9 ± 0.1 11.9 ± 0.0 11.9 ± 0.1 11.9 ± 0.1 
18:1n-7 3.04 ± 0.02 3.02 ± 0.03 3.05 ± 0.07 3.08 ± 0.02 
18:2n-6 6.15 ± 0.00 6.23 ± 0.03 6.17 ± 0.05 6.19  ± 0.02 
18:3n-3 

1.20 ± 0.00b
1.20 ± 
0.01b  1.20 ± 0.01b 1.22 ± 0.01a

20:1n-11 0.32 ± 0.03 0.24 ± 0.06 0.24 ± 0.06 0.28 ± 0.01 
20:1n-9 1.55 ± 0.04 1.47 ± 0.01 1.49 ± 0.07 1.46 ± 0.01 
20:1n-7 0.26 ± 0.03 0.23 ± 0.00 0.24 ± 0.02 0.23 ± 0.00 
18:4n-3 2.13 ± 0.01 2.12 ± 0.02 2.13 ± 0.02 2.12 ± 0.03 
20:4n-6 1.11 ± 0.01 1.08 ± 0.02 1.09 ± 0.04 1.10 ± 0.01 
22:1n-11 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 
22:1n-9 1.82 ± 0.04 1.70 ± 0.03 1.73 ± 0.14 1.73 ± 0.03 
22:1n-7 0.21 ± 0.00 0.27 ± 0.07 0.22 ± 0.03 0.22 ± 0.02 
20:4n-3 0.69 ± 0.02 0.67 ± 0.01 0.67 ± 0.03 0.66 ± 0.00 
20:5n-3 15.3 ± 0.2 15.0 ± 0.0 15.2 ± 0.4 15.2 ± 0.1 
22:5n-3 1.80 ± 0.06 1.79 ± 0.03 1.77 ± 0.11 1.82 ± 0.04 
22:6n-3 10.2 ± 0.3 9.81 ± 0.11 10.0 ± 0.6 9.89 ± 0.10 
PUFAs 39.9 ± 0.6 39.3 ± 0.1 39.6 ± 1.2 39.6 ± 0.1 
SAFAs 31.8 ± 0.5 32.5 ± 0.2 32.3 ± 1.0 32.3 ± 0.1 
MUFAs 28.4 ± 0.1 28.2 ± 0.1 28.2 ± 0.1 28.2 ± 0.0 
n-3 31.3 ± 0.6 30.6 ± 0.2 31.0 ± 1.2 30.9 ± 0.1 
n-6 

7.26 ± 0.01b
7.31± 
0.01a

7.26 ± 
0.04a,b

7.29 ± 
0.03a,b

n-9 15,5 ± 0,1 15,3 ± 0,0 15,3 ± 0,1 15,3 ± 0,1 
n-3 HUFAs 28.0 ± 0.6 27.3 ± 0.2 27.6 ± 1.2 27.6 ± 0.1 
n-3/n-6 4.31 ± 0.07 4.19 ± 0.03 4.27 ± 0.17 4.24 ± 0.01 
EPA/DHA 1.50 ± 0.02 1.53 ± 0.02 1.52 ± 0.05 1.54 ± 0.02 
ARA/EPA 0.07 ± 0.00 0.07 ± 0.00 0.07 ± 0.00 0.07 ± 0.00 
ARA/DHA 0.11 ± 0.00 0.11 ± 0.00 0.11 ± 0.00 0.11 ± 0.00 
DHA/EPA/ARA 0.60 ± 0.01 0.61 ± 0.01 0.60 ± 0.01 0.59 ± 0.01 
MUFAs/ n-3 
HUFAs 1.01 ± 0.03 

1.03 ± 0.01
1.02 ± 0.05 1.02 ± 0.00 

MUFAs/PUFAs 0.71 ± 0.01 0.72 ± 0.00 0.71 ± 0.02 0.71 ± 0.00 
MUFAs/SAFAs 0.89 ± 0.01 0.87 ± 0.01 0.87 ± 0.02 0.87 ± 0.00 
18:1n-9 / n-3 
HUFAs  

0.43 ± 0.01 0.43 ± 0.00 0.43 ± 0.02 0.43 ± 0.00 
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Figura 28. Proteínas y lípidos totales (%) en las cuatro dietas experimentales (Pdp11F: Pdp11 
fresco; Pdp11L: Pdp11 liofilizado). (Media ± error estándard). Diferentes letras significan 
diferencias significativas (P<0.05). 

4.9. Actividades enzimáticas en la cepa Pdp11 
Los resultados de las actividades enzimáticas ensayadas (VITEK) se presentan en la 
Tabla 21. 



Resultados

130 

Tabla 21. Actividades enzimáticas de la cepa Pdp11 

Análisis Abreviatura Actividad Cantidad/
pocillo 

Ala-Fe-Pro-ARILAMIDASA APPA + 0.0384 mg 
ADONITOL ADO - 0.1875 mg 
L-Pirrolidonial-ARILAMIDASA PyrA (-) 0.018 mg 
L-ARABITOL lARL - 0.3 mg 
D-CELOBIOSA dCEL - 0.3 mg 
BETA-GALACTOSIDASA BGAL - 0.036 mg 
PRODUCCIÓN DE H2S H2S - 0.0024 mg 
BETA-N-ACETIL-GLUCOAMINIDASA BNAG + 0.0408 mg 
Glutamil Arilamidasa pNA AGLTp + 0.0324 mg 
D-GLUCOSA dGLU - 0.3 mg 
GAMMA-GLUTAMIL-TRANSFERASA GGT - 0.0228 mg 
FERMENTACIÓN/GLUCOSA OFF - 0.45 mg 
BETA-GLUCOSIDASA BGLU - 0.036 
D-MALTOSA dMAL - 0.3 mg 
D-MANITOL dMAN - 0.1875 mg 
D-MANOSA dMNE - 0.3 mg 
BETA-XILOSIDASA BXYL - 0.0324 mg 
BETA-Alanina arilamidasa pNA BAlap - 0.0174 mg 
L-Prolina-ARILAMIDASA ProA + 0.0234 mg 
LIPASE LIP - 0.0192 mg 
PALATINOSA PLE - 0.3 mg 
Tirosina ARILAMIDASA TyrA + 0.0276 mg 
UREASA URE - 0.15 mg 
D-SORBITOL dSOR - 0.1875 mg 
SACAROSA SAC - 0.3 mg 
D-TAGATOSA dTAG - 0.3 mg 
D-TREALOSA dTRE - 0.3 mg 
CITRATO (SODIO) CIT - 0.054 mg 
MALONATO MNT - 0.15 mg 
5-CETO-D-GLUCONATO 5KG - 0.3 mg 
Alcalinización de L-LACTATO ILATk - 0.15 mg 
ALFA-GLUCOSIDASA AGLU - 0.036 mg 
Alcalinización de SUCCINATO SUCT + 0.15 mg 
Beta-N-ACETIL-GALACTOSAMINIDASA NAGA - 0.0306 mg 
ALFA-GALACTOSIDASA AGAL - 0.036 mg 
FOSFATASA PHOS + 0.0504 mg 
Glicina ARILAMIDASA GlyA - 0.012 mg 
ORNITINA DESCARBOXILASA ODC - 0.3 mg 
LISINA DESCARBOXILASA LDC - 0.15 mg 
BASE DESCARBOXILASA 0DEC NC NC 
Asimilación de L-HISTIDINA IHISa - 0.087 mg 
COURMARATO CMT - 0.126 mg 
BETA-GLUCORONIDASA BGUR - 0.0378 mg 
RESISTENCIA O/129 (comp. vibrio.) O129R - 0.0105 mg 
Glu-Gly-Arg-ARILAMIDASA GGAA + 0.0576 mg 
Asimilación de L-MALATO IMLTa - 0.042 mg 
ELLMAN ELLM + 0.03 mg 
Asimilación de L-LACTATO ILATa - 0.186 mg 
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DISCUSIÓN 

1. Influencia de la alimentación con probióticos sobre el crecimiento de 
lenguado senegalés en engorde 

Los ejemplares de lenguado senegalés que recibieron la dieta con el probiótico 
Pdp11 incorporado en fresco (PROBIO 1) mostraron una tasa de crecimiento específico 
(SGR) significativamente mayor y una producción neta mayor que los alimentados con 
la dieta control. Los resultados de crecimiento obtenidos en los peces alimentados con 
la dieta control fueron semejantes a los de Dias et al. (2004) y Gatta et al. (2010) para 
esta misma especie. La dosis de probiótico utilizada (109 ufcg-1) fue similar a la 
empleada por Díaz-Rosales et al. (2009), quienes obtuvieron un mayor crecimiento en 
dorada y en lenguado senegalés. Se han descrito resultados similares con el empleo de 
otras especies de probióticos en peces marinos (De Schrijver y Ollevier, 2000; 
Robertson et al., 2000; Tovar-Ramírez et al., 2002; Carnevali et al., 2006) y de agua 
dulce (Ghosh et al., 2007; Aly et al., 2008b). 

Una posible explicación de esta mejora en el crecimiento podría ser que los 
probióticos producen o estimulan enzimas digestivas (Buts et al., 1999; El-Haroun et 
al., 2006), que favorecen la utilización del alimento (De Schrijver y Ollevier, 2000). 
Así, Saenz de Rodrigañez et al. (2009) añadiendo la misma dosis de Pdp11 liofilizado, 
detectaron un efecto estimulador de la enzima leucina aminopeptidasa en el intestino 
distal en juveniles de lenguado senegalés en cultivo. Trabajos similares con aporte 
probiótico en dieta han descrito el incremento de la digestibilidad aparente (Lin et al., 
2004) y la estimulación de la actividad enzimática de la membrana de los enterocitos en 
larvas de lubina y en alevines de trucha arco-iris (Tovar-Ramírez et al., 2002; Waché et 
al., 2006). 

En los estudios de adición de probióticos es importante considerar la dosis a la 
que se realiza la administración en dieta, pues algunos autores han propuesto una 
relación dosis/efecto (Nikoskelainen et al., 2001). Aunque en la literatura se usan 
diferentes concentraciones bacterianas (106-1010 ufcg-1), las razones para la elección de 
la dosis específica no suelen presentarse. La dosis elegida para todas nuestras 
experiencias (109ufcg-1) fue descrita previamente como beneficiosa para la salud de los 
ejemplares (Díaz-Rosales, 2006; Díaz-Rosales et al., 2006). Dicha dosis está en el rango 
de la empleada por gran número de autores (Bogut et al., 1998; Robertson et al., 2000; 
Aly et al., 2008b; Pieters et al., 2008), y resulta superior a la empleada por otros 
(Nikoskelainen et al., 2001; Brunt et al., 2007). Es interesante señalar que esta misma 
cepa liofilizada fue ensayada con éxito en dorada a una dosis menor (108ufcg-1), si bien 
el protocolo de incorporación al pienso fue diferente al empleado en este primer ensayo 
(Chabrillón et al., 2006). 

Asimismo también resulta interesante evaluar el tiempo de adición probiótica y su 
efecto en el crecimiento y desarrollo de los ejemplares en cultivo. En este sentido, 
Carnevalli et al. (2006) registraron un aumento del 81% en peso cuando se administró 
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el probiótico durante 59 días, mientras que tan sólo obtuvieron un aumento del 28% 
cuando el tratamiento probiótico se redujo a 28 días. Otros autores describieron un 
efecto combinado de dosis y tiempo de administración probiótica en tilapia, obteniendo 
un crecimiento mayor con B. pumilus a dosis altas (1012) durante un mes o a dosis bajas 
(106) tras 2 meses de adición (Aly et al., 2008b). 

Los ejemplares alimentados con la dieta complementada con Pdp11 liofilizado 
(PROBIO 2), presentaron una tasa de crecimiento específico (SGR) similar a los del 
grupo control, mientras que los que recibieron la dieta con Pdp13 liofilizado, tuvieron 
un crecimiento significativamente menor. Sin embargo, Sáenz de Rodrigáñez et al. 
(2009) observaron un crecimiento mayor en los especímenes de lenguado alimentados 
con ambos probióticos liofilizados, a idéntica dosis (109 ufcg-1) que la empleada en 
nuestro ensayo. Una posible explicación de esta diferencia en el crecimiento podría 
atribuirse a la diferente composición del pienso utilizado, así como a la distinta 
temperatura de cultivo existente en ambas experiencias. En cuanto a la composición 
proximal del pienso, según numerosos estudios podría ser más adecuada para el cultivo 
de lenguado senegalés la utilizada por estos autores (55% proteína/17% lípido), que la 
empleada en nuestro ensayo (50% proteína/22% lípido) (Rodiles et al., 2007; Dias et 
al., 2008; Borges et al., 2009; Rubio et al., 2009). De hecho, la mayoría de los actuales 
piensos comerciales empleados en el engorde de lenguado tienen una composición 
elevada de proteína y discreta de lípidos, puesto que se ha demostrado que niveles 
mayores de éstos últimos no apoyan el crecimiento de esta especie (Rodiles et al., 
2008). La temperatura de cultivo en el presente estudio fue inferior (16,6 ºC) a la 
utilizada por Saénz de Rodrigáñez et al. (2009) (21ºC). Esta diferencia en temperatura 
tuvo influencia en la tasa de crecimiento (SGR) del lenguado senegalés, siendo 0,99% la 
registrada en el estudio de estos autores y 0,69% la observada en este ensayo, del orden 
de la detectada en lenguado de California cultivado a 17ºC (Badillo-Zapata et al., 2010). 
Además, la temperatura puede influir en la actividad probiótica, puesto que 21ºC está 
cerca del óptimo para el cultivo de Pdp11 (comm. pers. Moriñigo). Una temperatura de 
cultivo por debajo de la óptima para los ejemplares en cultivo también podría afectar a 
la actividad enzimática de los enterocitos, enmascarando la acción del probiótico. Si 
bien la digestión en los peces se produce con la ayuda de los enzimas secretados a nivel 
del estómago y el páncreas, es necesario tener en cuenta la acción que ejercen durante 
este proceso los enzimas exógenos añadidos a través de la dieta (Kuz'mina, 2008). De 
este modo, el aporte probiótico se podría considerar como una fuente significativa de 
enzimas que apoya la digestión y el crecimiento de los ejemplares, pero que precisa de 
unas condiciones de temperatura para ejercer su efecto. 

Las tasas de crecimiento específico (SGR) observadas en todos los grupos 
experimentales del ensayo PROBIO 3 fueron mayores que las registradas en las dos 
experiencias previas. La mayor temperatura de cultivo empleada en esta ocasión fue 
relevante, como demostraron Guerreiro et al. (2010) en los trabajos realizados con 
juveniles de lenguado senegalés cultivados a 16ºC y 22ºC. Además la mejor calidad del 
pienso aportado (57% proteína/18% lípido) promovió un mejor desarrollo en todos los 
ejemplares estudiados. No se registraron diferencias significativas en el crecimiento de 
los peces alimentados con ambas dietas probióticas, Pdp11 y Pdp13 frescas, frente a los 
ejemplares del grupo control. Como se ha mencionado anteriormente, estos resultados 
no coinciden con el mayor crecimiento observado por Sáenz de Rodrigañez et al. (2009) 
con ambas cepas probióticas liofilizadas  
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En el ensayo PROBIO 4 no se observaron diferencias significativas en el 
crecimiento de los ejemplares alimentados con las dietas probióticas Pdp11 fresco y 
liofilizado frente al grupo control. Igualmente la adición de alginato (0,5%), empleada 
para facilitar la incorporación de las bacterias en el pienso, no produjo efecto alguno en 
este parámetro. Estos resultados coinciden con los observados por Sáenz de Rodrigáñez 
et al. (2009) en lenguado senegalés y Varela et al. (2010) en dorada. Sin embargo, 
cuando el alginato es utilizado a concentraciones mayores ha influido en un mayor 
crecimiento de los ejemplares de bacalao Atlántico (Vollstad et al., 2006) y de estuario 
(Epinephelus coioides) (Yeh et al., 2008). Las tasas de crecimiento específico (SGR) 
fueron similares a las observadas en la experiencia anterior (PROBIO 3) y superiores a 
las obtenidas en PROBIO 1 y 2. Estos resultados se pueden relacionar tanto con el 
empleo de una temperatura más adecuada para el cultivo de esta especie, como con el 
diferente pienso comercial utilizado, tanto en las materias primas, como en el balance 
energético proteína/grasa empleados (ver ANEXO).  

Resulta interesante señalar que la administración de la misma dosis de Pdp11 que 
la utilizada en nuestro ensayo a juveniles de dorada, no produjo diferencias en el 
crecimiento cuando los ejemplares eran cultivados a una densidad media, pero 
promovió un crecimiento superior a una densidad de cultivo elevada (Varela et al., 
2010). En este último caso, además, se obtuvo un aumento de la resistencia frente al 
estrés en los parámetros metabólicos analizados. Este aspecto resulta especialmente 
interesante dadas las características de la producción intensiva en acuicultura y será 
contemplado en una sección específica (PROBIO 4) de este trabajo.  

En nuestro estudio se observó un mayor crecimiento en los ejemplares de 
lenguado senegalés cuando Pdp11 fresco fue incorporado en un pienso de elevado 
contenido lipídico (PROBIO 1), registrándose un crecimiento similar en los demás 
ensayos. El suministro de Pdp13 en dieta no presentó ventaja en este parámetro 
analizado. Las tasas de crecimiento observadas en las distintas experiencias estuvieron 
relacionadas con la temperatura de cultivo y la calidad del pienso comercial utilizado. 
Las diferencias obtenidas entre ensayos y con otros autores podrían ser atribuidas a 
estos dos parámetros. La mejor calidad del pienso empleado en el ensayo PROBIO 4 
permitió un buen crecimiento en todos los grupos experimentales, aunque los 
ejemplares que recibieron Pdp11, fresco o liofilizado, presentaron un nivel de 
metabolitos más adecuado para enfrentar un posible estrés, hecho que será descrito en 
una sección específica más adelante 

 

2. Influencia de la alimentación con probióticos sobre la composición corporal 
de lenguado senegalés en engorde

Si bien existen numerosos trabajos que hacen referencia a la protección conferida 
frente a patógenos o al mayor crecimiento registrado en peces alimentados con dietas 
probióticas, no son frecuentes aquellos que investigan la posible influencia sobre la 
composición corporal de los mismos. En el estudio PROBIO 1, no se encontraron 
diferencias significativas en los valores de proteínas y lípidos en músculo e hígado entre 
los ejemplares alimentados con la dieta control o complementada con Pdp11 fresco. 
Estos niveles fueron similares a los descritos por otros autores (Hernández y García-
García, 2004; Rodiles et al., 2007; Dias et al., 2010) para juveniles de lenguado 
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senegalés en cultivo. El perfil de ácidos grasos en músculo no mostró diferencias 
significativas entre los dos grupos estudiados Un buen indicador del valor nutricional 
del filete de pescado para el consumo humano es el índice de ácidos grasos n3/n6 
(Sargent, 1997; Izquierdo, 2005). En nuestro estudio mostró valores iguales o superiores 
a los descritos como adecuados en trabajos de evaluación de dietas para el crecimiento, 
la utilización del alimento y calidad de la carne producida en dorada y lubina (Izquierdo
et al., 2005; Montero et al., 2005). 

En nuestro estudio PROBIO 2 se detectaron mayores niveles de proteínas en el 
músculo de los peces alimentados con ambas dietas probióticas (Pdp11 y Pdp13 
liofilizados) frente al grupo control, aunque sólo alcanzaron niveles significativos en los 
ejemplares que recibieron Pdp13. Otros autores han observado resultados similares 
incorporando células frescas de B. subtilis en la alimentación de  peces ornamentales 
(Ghosh et al., 2007). Sin embargo, Sáenz de Rodrigáñez et al. (2009) no detectaron 
diferencias en el porcentaje de proteínas en ejemplares de lenguado senegalés que 
habían recibido esta misma complementación probiótica en dieta, pero encontraron 
niveles superiores de lípidos en músculo de peces alimentados con Pdp13. La diferencia 
existente entre ambos estudios podría estar relacionada con el distinto pienso utilizado. 
De este modo, la cepa Pdp13 podría modular el nivel de proteínas en nuestro ensayo, 
donde el pienso empleado fue de bajo contenido proteico para el lenguado senegalés. 
Asimismo podría modificar el nivel de lípidos en el estudio de Sáenz de Rodrigáñez 
(2009) en dónde el pienso comercial tuvo un contenido lipídico inferior (15%). Este 
enriquecimiento en lípidos totales fue observado también por Mazurkiewick et al. 
(2008) en carpa (Cyprinus carpio) al suministrar dietas implementadas con 
Carnobacterium divergens. En nuestro ensayo los valores de lípidos detectados en el 
músculo de los peces alimentados con ambas dietas probióticas mostraron niveles 
ligeramente mayores a los de la dieta control aunque no a un nivel significativo En 
cuanto a la composición corporal del hígado, no se registraron diferencias significativas 
en los valores de proteínas y de lípidos totales según las dietas suministradas, aunque sí 
se detectó una tendencia a valores ligeramente menores de proteínas y mayores de 
lípidos en los peces alimentados con la dieta  Pdp13 liofilizada. Los valores de proteínas 
y lípidos detectados en nuestro estudio para ambos órganos fueron similares a los 
registrados en el ensayo PROBIO 1. 

El perfil de ácidos grasos detectado en músculo en este ensayo (PROBIO 2) fue 
similar al observado por Hernández y García (2004) y Rodiles et al. (2009a; 2010a). No 
se observaron diferencias significativas entre los peces del grupo control y los 
alimentados con Pdp11, registrándose sin embargo valores de ácidos grasos de la serie 
n-6 significativamente mayores para aquellos ejemplares que recibieron la dieta Pdp13. 
Esto podría indicar un menor valor nutricional de la carne, porque niveles elevados de 
(Hernández y García-García, 2004) ácidos grasos de la serie n-6 han sido relacionados 
con problemas cardíacos (Jouven et al., 2001; Leaf, 2001). A pesar de este incremento 
en ácidos de la serie n-6 obtenido, el índice n-3/n-6 para el grupo Pdp13 fue superior al 
encontrado por Hernández y García (2004) y Rodiles et al. (2009a; 2010a) y semejante 
al descrito como adecuado para la dorada y la lubina (Izquierdo et al., 2005; Montero et 
al., 2005).  

En cuanto al perfil de ácidos grasos en hígado, nuestro estudio (PROBIO 2) 
reveló mayores diferencias entre dietas que las observadas en el caso del músculo. No 
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se detectaron diferencias significativas en los niveles de ácidos grasos de la serie n-3 
entre los diferentes grupos experimentales, aunque sí se registraron valores 
significativamente superiores en los ácidos grasos de las series n-6 y n-9 para los 
ejemplares alimentados con ambas dietas probióticas liofilizadas De este modo, el 
índice n-3/n-6 también se vio afectado, siendo significativamente menor para los peces 
que recibieron Pdp13. El contenido en ácidos araquidónico (ARA, 20:4n-6) y 
eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) no se vio influido por la dieta suministrada, a 
diferencia del correspondiente de ácido docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3) que fue 
significativamente menor para los ejemplares alimentados con la dieta Pdp13 
liofilizada. No obstante, esta diferencia no afectó al índice DHA/EPA/ARA existente en 
el hígado, presentando un balance adecuado de los tres ácidos grasos esenciales 
(Izquierdo et al., 2005). Los valores del ácido margaroleico (17:1) fueron 
significativamente menores y los del ácido oleico (18:1n-9) significativamente mayores 
en los especimenes alimentados con las dos dietas probióticas. Este hecho produjo 
valores significativamente mayores de MUFAs en el grupo que recibió Pdp13, el cual 
además presentó más diferencias en ácidos grasos con respecto al control. Se registraron 
asimismo niveles significativamente superiores en los ácidos linolénico (18:3n-3) y 
linoleico (18:2n-6) para los juveniles que recibieron ambas dietas probióticas, Pdp11 y 
Pdp13 liofilizadas. El ácido linoleico está implicado en la síntesis de triglicéridos 
(TAG) y materiales para la síntesis de lipoproteínas (Sire et al., 1981), por lo que 
participa en el transporte de ácidos grasos desde el hígado a otros órganos. Este 
incremento en el transporte podría estar relacionado con la mejor condición histológica 
observada en el hígado de los especímenes que recibieron Pdp11 en dieta. Asimismo, el 
ácido linolénico, es un compuesto fundamental tanto par (Sargent et al., 1995) a la 
regulación del sistema inmune, como para el correcto desarrollo del organismo (Kiron
et al., 1995; Calder y Kew, 2002; Harbige, 2003; Ramírez-Santana et al., 2009). Resulta 
interesante destacar los valores significativamente inferiores en los ácidos estearidónico 
(18:4n-3) y eicosatetraenoico (20:4n-3) en el hígado de los peces alimentados con 
ambas dietas probióticas, registrándose también menores contenidos de estos dos ácidos 
grasos en el músculo, aunque no a nivel significativo. Los menores valores de ambos 
podrían estar relacionados con el papel precursor que tiene el 20:4n-3 en la síntesis de 
las prostaglandinas PGE1. Este hecho coincide con lo observado en ejemplares de 
dorada alimentados con dietas ricas en aceite de Echium sp. por Díaz-López (2010). 
Decir que las prostaglandinas PGE1 originadas a partir del 20:4n-3 y del ácido dihomo-
gamma-linolénico (20:3n-6), junto con las PGE3 que derivan del EPA, juegan un papel 
fundamental en la regulación de numerosos procesos fisiológicos e inmunológicos 
(Sargent et al., 1995; Balfry y Higgs, 2001; Tocher et al., 2003) (Rodríguez et al., 
2009). De hecho, ambos grupos de prostaglandinas (PGE1 y PGE3) son producidas por 
el organismo en respuesta a situaciones de estrés (Sargent et al., 1999a,b). Debido a que 
sus precursores, el 20:3n-6, el 20:4n-3 y el EPA, compiten con el ARA por los mismos 
enzimas implicados en la producción de eicosanoides (ciclooxigenasas), su presencia 
modula los procesos proinflamatorios inducidos por las prostaglandinas derivadas del 
ARA (PGE2). Asimismo se ha demostrado en ejemplares de bacalao atlántico (Bell et 
al., 2006) y de lenguado senegalés (Villalta, 2007) una disminución en la síntesis de 
prostaglandinas derivadas del ARA (PGE2) después de haber sido alimentados con 
aceite de Echium sp. Este menor nivel detectado influyó en el caso del lenguado en una 
mejor pigmentación, asociada a la reducción del estrés durante la etapa de cultivo 
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larvario (Villalta, 2007). Estos datos pueden tener relación con la mejor respuesta frente 
al estrés y resistencia frente a patógenos detectada en los juveniles de lenguado 
senegalés alimentados con Pdp11 fresco y cultivados en condiciones de alta densidad en 
nuestro centro (datos no publicados). Estos resultados coinciden con los registrados por 
Varela et al. (2010) con la misma cepa probiótica suministrada en dieta de dorada, 
promoviendo resistencia frente al estrés y aumento del crecimiento en los ejemplares 
culivados en condiciones de alta densidad. 

Por todo lo expuesto con anterioridad sería interesante en el futuro investigar la 
influencia que las cepas probióticas ejercen sobre el mantenimiento de la homeostasis 
de los ejemplares, tanto en las primeras etapas de desarrollo como durante el periodo 
reproductivo ó en las situaciones de estrés que se dan de forma habitual en la 
acuicultura. 

En el ensayo PROBIO 3 los mayores niveles de proteínas y menores de lípidos 
totales de la nueva dieta suministrada (ver ANEXO) tuvieron su reflejo en los 
correspondientes valores observados en el músculo e hígado de los ejemplares. Así, en 
esta experiencia el contenido proteico del músculo fue mayor y el contenido lipídico del 
hígado fue menor en comparación con los observados en los dos anteriores ensayos 
(PROBIO 1 y PROBIO 2), mostrando valores más próximos a los del lenguado 
senegalés salvaje (Hernández y García-García, 2004). No se detectaron diferencias 
significativas de proteínas en el músculo y en el hígado de los ejemplares asociadas a la 
adición probiótica de Pdp11 ó Pdp13 en fresco. Sin embargo, el nivel de lípidos 
observado en músculo fue significativamente menor en los ejemplares que recibieron 
ambas cepas probióticas frente al grupo control, existiendo una tendencia similar en el 
hígado.  

Las diferentes materias primas del pienso comercial utilizado (ver ANEXO) en 
esta experiencia (PROBIO 3) influyó sobre el perfil de ácidos grasos en el músculo, 
incrementando los niveles de PUFAs y ácidos grasos de las series n-3 y n-6 y 
reduciendo los MUFAs y ácidos grasos de la serie n-9, respecto a los obtenidos en los 
dos ensayos anteriores. Sin embargo, los valores de DHA, EPA y ARA permanecieron 
similares a los obtenidos en los ensayos PROBIO 1 y PROBIO 2, confirmando la 
importancia que tienen los mismos para los peces y la necesidad de su conservación. No 
se registraron diferencias significativas en el músculo de los peces alimentados con las 
dietas probióticas Pdp11 y Pdp13 fresco en cuanto a los contenidos de  la mayor parte 
de los ácidos grasos (PUFAs, SAFAs, MUFAs y ácidos grasos de las series n-3 y n-6). 
Tampoco se detectaron diferencias significativas en DHA, EPA o ARA, ácidos grasos 
esenciales para el adecuado crecimiento y bienestar de los peces marinos, con valores 
que reflejan una buena calidad del músculo para todos los grupos. Al igual que en el 
ensayo PROBIO 2, se observaron valores significativamente menores de (C18:4n-3) en 
el músculo de los ejemplares alimentados con Pdp11 con respecto al control. La adición 
de Pdp13 produjo asimismo valores inferiores de este ácido graso, pero no a un nivel 
significativo. El ácido estearidónico (C18:4n-3) está relacionado con el ácido 
eicosatetraenoico (20:4n-3) que es precursor, como fue mencionado con anterioridad, de 
las prostaglandinas PGE1, por lo que los menores niveles encontrados podrían estar 
relacionados con la producción de éstas. Además se obtuvieron niveles 
significativamente mayores de ácido (16:1n-5) en los especímenes que recibieron Pdp11 
frente a los alimentados con Pdp13 siendo en ambos casos superiores al grupo control. 
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Este ácido graso se encuentra en pequeñas cantidades en organismos marinos (Nelson et 
al., 2002) y se ha demostrado su relación con la menor incidencia de úlceras en 
humanos (Pagkalos et al., 2009). En este sentido, podría asociarse a la resistencia frente 
a patógenos y capacidad de cura de las lesiones en la piel observada en nuestro 
laboratorio con la administración de Pdp11 fresco a ejemplares de lenguado senegalés 
cultivado en condiciones de alta densidad (datos no publicados).  

En cuanto al perfil de ácidos grasos observado en hígado, la nueva dieta empleada 
(PROBIO 3) produjo una disminución en los niveles de PUFAs y ácidos grasos de la 
serie n-3, con gran incidencia sobre todo en los ácidos DHA y EPA, esenciales para los 
peces marinos. Esta dieta que produjo igualmente un descenso en el índice n3/n6, no 
afectó al índice  DHA/EPA/ARA. Asimismo, se registraron valores de SAFAs y ácidos 
linoleico (C18:2n-6) y linolénico (C18;3n-3) superiores a los observados con la dieta 
utilizada en las dos primeras experiencias (PROBIO 1 y PROBIO 2). La adición de 
ambos probióticos frescos en dieta produjo en el hígado de los ejemplares niveles 
significativamente menores del ácido 18:4n-3 e inferiores del ácido 20:4n-3 con 
respecto a los que recibieron la dieta control. Esto mismo ocurrió en el caso del 
músculo, lo que sugiere de nuevo la hipótesis del papel de ambos ácidos grasos en la 
producción de eicosanoides beneficiosos para los ejemplares en cultivo, como se 
apuntaba anteriormente (PROBIO 2). Resulta relevante el gran número de ácidos grasos 
de cadena corta y media, láurico (12:0), mirístico (14:0), pentadecanóico (15:0) y 
palmítico (16:0), presentes en ambas cepas estudiadas (PROBIO 3), alguno de los 
cuales han demostrado propiedades antimicrobianas (Pérez-Gutiérrez, 2005; Pagkalos et 
al., 2009). 

Respecto al análisis bioquímico de las cuatro dietas ensayadas (PROBIO 4), los 
valores de proteínas fueron mayores para el pienso control frente a las otras tres dietas, 
sólo de modo significativo para las que incorporaron alginato ó Pdp11 liofilizado. Una 
tendencia similar fue observada respecto a los lípidos totales. Sin embargo al analizar la 
composición proximal del músculo de los ejemplares, se observaron valores de 
proteínas ligeramente mayores en los peces que recibieron las dietas probióticas frente a 
los alimentados con ambas dietas control. Estos valores observados en los ejemplares 
alimentados con Pdp11 pueden tener relación con la presencia de actividades 
arilamidasa características de esta cepa, que favorecerían una mayor absorción y 
digestión proteica de la dieta administrada. Éstos enzimas hidrolizan los aminoácidos 
terminales en péptidos y polipéptidos participando directamente en la regulación a 
hormonas y péptidos biológicamente activos en tejidos animales (Ramírez-Expósito et 
al., 2002). Los niveles de lípidos totales fueron inferiores en los juveniles que recibieron 
ambas dietas probióticas con relación a los alimentados con las dos dietas control y 
control alginato. Este menor contenido lípídico en músculo también fue observado en la 
anterior experiencia (PROBIO 3) lo que sugiere la existencia de una posible 
modulación ejercida por ambos probióticos que ya ha sido descrita por otros autores 
(Sáenz de Rodrigañez et al., 2009). En cuanto al perfil de ácidos grasos no se 
observaron diferencias significativas entre las cuatro dietas empleadas en este estudio, si 
bien se observaron diferencias en los ácidos grasos de cadena media y corta, que no 
pudieron ser determinados por las limitaciones del cromatógrafo utilizado y la ausencia 
de patrones adecuados. 

En nuestro estudio, se observaron unos valores de proteínas en el músculo de 
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juveniles de lenguado senegalés asociados a los de las dietas empleadas. No se 
registraron diferencias significativas en los contenidos proteicos en músculo con la 
adición probiótica (PROBIO 1, 3 y 4). Sin embargo, se detectaron niveles de proteínas 
mayores cuando el pienso comercial era de alto contenido lipídico y la temperatura de 
cultivo era baja (PROBIO 2), siendo estos valores significativamente diferentes para los 
ejemplares que recibieron Pdp13. La implementación probiótica no modificó los niveles 
lipídicos en músculo (PROBIO 1, 2 y 4). No obstante, en el ensayo PROBIO 3, donde 
el nivel de proteínas en dieta era elevado, los niveles lipídicos fueron significativamente 
inferiores en relación a la alimentación con ambos probióticos. El perfil de ácidos 
grasos obtenido en general mostró valores iguales o superiores a los descritos como 
adecuados para la calidad de la carne producida en dorada y lubina, observándose 
menores niveles del índice n-3/n-6 con la adición de Pdp13, sin llegar a afectar al índice 
DHA/EPA/ARA. Las diferentes materias primas empleadas y su formulación respectiva 
se ven reflejadas en el perfil de ácidos grasos con mayor intensidad en hígado que en 
músculo (PROBIO 2 y 3) Resultan destacables las diferencias observadas en varios 
ácidos grasos (18:3n-3, 18:2n-6, 18:4n-3, 20:4n-3 y 16:1n-5) promovidas por el aporte 
probiótico en dieta y con una relación sobre el bienestar de los ejemplares, como se ha 
descrito anteriormente. Además, parece interesante la necesidad de investigar más sobre 
los ácidos grasos de cadena corta y media aportados por ambas cepas y que no han 
podido ser detectados en este estudio. 

3. Influencia de la alimentación con probióticos sobre la condición histológica 
de lenguado senegalés en engorde 

Es conocido el efecto que la adición probiótica “in vitro” produce sobre los 
enterocitos de los ejemplares en cultivo (Ringo et al., 2007; Salinas et al., 2008b; Ringo
et al., 2010), mejorando la absorción y la eficiencia digestiva. La incorporación de 
Pdp11 liofilizado en dieta (PROBIO 2) influyó sobre la cantidad y tamaño de las 
vacuolas grasas del intestino probablemente a través de su influencia sobre el 
mecanismo de reacilación de los lípidos absorbidos. Estos resultados coinciden con los 
registrados por Sáenz de Rodrigáñez et al. (2009), quienes también observaron un 
número reducido de depósitos lipídicos dentro de los enterocitos en los ejemplares de 
lenguado senegalés que habían sido alimentados con una dieta enriquecida con este 
mismo probiótico. Estos autores encontraron unas microvellosidades más alargadas, 
numerosas y con los bordes apicales caracterizados por presentar una mayor integridad 
celular, resultados asimismo registrados por Merrifields et al., (2010b) en trucha arco-
iris tras adición probiótica. A pesar de que está clara la mejor funcionalidad de estas 
células frente a la de aquellas que presentan una mayor acumulación de vacuolas grasas, 
es necesario continuar las investigaciones para obtener una mayor comprensión de los 
mecanismos de absorción lipídica. Una de las posibles hipótesis es que dicha mejora 
puede estar relacionada con la presencia de enzimas lipolíticas en la microbiota 
intestinal de los peces que fueran capaces de aumentar el tiempo de residencia de los 
lípidos en el intestino (Koven et al., 1994). Ciertas especies de Vibrio y Shewanella
presentan una actividad lipolítica inespecífica “in vitro” sobre aceites de pescado con 
altos niveles de PUFAs de la serie n-3 (Ando et al., 2004). La secreción de lipasas no 
específicas de gran actividad podría mejorar por tanto la eficiencia de absorción de los 
lípidos desde el intestino, evitando el daño de los enterocitos y la posterior infección 
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microbiana (Olsen et al., 1999; Olsen et al., 2000). La reducción del depósito lipídico 
en intestino de juveniles de lenguado senegalés promovido por la adición de Pdp11 en 
dieta frente al grupo control, no fue observada con la incorporación de Pdp13. 

El intestino proximal es considerado el área de máxima absorción lipídica para los 
teleósteos (Olsen et al., 1999). Es por ello por lo que la fuente lipídica de la dieta puede 
influir tanto sobre la cantidad y tamaño de vacuolas grasas presentes en los enterocitos 
como sobre el número de lipoproteínas existentes en sus espacios intercelulares. Niveles 
elevados de lípidos neutros parecen causar depósitos grasos en los enterocitos de varias 
especies (Olsen et al., 1999; Caballero et al., 2003) y una excesiva acumulación grasa 
puede producir cambios funcionales en los mismos (Olsen et al., 2000). Se ha sugerido 
que este aporte dietético no sólo reduce el metabolismo intracelular y consecuentemente 
el transporte lipídico a través de la membrana basolateral del enterocito, sino que 
también puede limitar la absorción de lípidos a través de las microvellosidades. Esta 
circunstancia explicaría la menor digestibilidad de las dietas que presentan elevados 
niveles lipídicos (Morais et al., 2006b), como es el caso de la empleada en este ensayo 
(22%). Igualmente se ha relacionado esta mayor acumulación lipídica con un menor 
contenido dietético de ácidos grasos de la serie n-3 y el consiguiente desbalance en la 
síntesis de lipoproteínas (Olsen et al., 1999, 2000). Estudios realizados por Caballero et
al. (2003) han demostrado que la existencia de una intensa acumulación de vacuolas 
grasas no parece causar daños patológicos en el epitelio intestinal de ejemplares de 
dorada alimentadas con dietas de diferentes niveles lipídicos. Otro de los factores 
importantes a tener en cuenta con respecto a la alteración de la integridad estructural del 
intestino es la presencia y nivel de fosfolípidos, como componentes que son de las 
lipoproteínas. En este sentido, Liu et al. (2002) y Tocher et al. (2008) demostraron que 
el aporte dietético de fosfolípidos es un factor decisivo para la digestión, la absorción, el 
metabolismo y el transporte lipídico en peces cultivados, especialmente durante las 
primeras etapas del desarrollo. 

La inclusión de Pdp11 en dieta (PROBIO 2) redujo significativamente el tamaño 
y número de vacuolas grasas en los hepatocitos de juveniles de lenguado senegalés 
mientras que este efecto no fue observado en aquellos alimentados con la dieta control o 
la complementadad con Pdp13 El hígado es un órgano implicado en numerosas 
funciones metabólicas: detoxificación, digestión y excreción, siendo fundamental su 
papel en la asimilación lipídica y el control del aporte graso y de glucógeno. La 
presencia de alteraciones en la estructura del hígado puede implica la existencia de 
daños en su funcionalidad, por lo que éste órgano puede considerarse un buen indicador 
del estado nutricional y fisiológico del ejemplar en cultivo (Robaina et al., 1997; 
Caballero et al., 1999). Con el fin de mejorar el crecimiento y ahorrar proteína, se han 
formulado dietas con niveles lipídicos  incrementados, como la empleada en el presente 
estudio (ver ANEXO). Una de las posibles consecuencias de la utilización de dichas 
dietas es el aumento de depósitos grasos en el hígado de varias especies (Bell, 1998). 
Un hígado graso puede ser además la manifestación de una dieta no equilibrada 
(Robaina et al., 1998; Caballero et al., 1999), una deficiencia en ácidos grasos (Ibeas et 
al., 1994), un exceso de peroxidación lipídica (Bell et al., 1995) o unas inadecuadas 
condiciones de cultivo (Blanchard et al., 2008). Por ello, las primeras dietas comerciales 
empleadas para el engorde del lenguado senegalés, contribuyeron en gran medida a la 
producción de ejemplares con hígados grasos (Rueda-Jasso et al., 2004; Borges et al., 
2010). En nuestro ensayo (PROBIO 2), la inclusión de Pdp11 liofilizado en una dieta 
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muy grasa (22%) supuso una ventaja en la condición del hígado de los ejemplares, 
asimismo observada en los enterocitos. En ningún caso se observó una repercusión de la 
dieta en la estructura del músculo, dado que la mayor parte de la deposición de grasa 
observada en los ejemplares de nuestro estudio se produjo debajo de la piel. Dicha 
deposición coincide con la registrada para el lenguado senegalés salvaje por Borges et
al. (2009).  

En la actualidad la utilización de dietas con sustitución parcial de aceites de 
pescado por aceites vegetales han de tener una formulación precisa para evitar estos 
depósitos grasos en intestino e hígado (Olsen et al., 2003; Morais et al., 2005a), tanto 
con proporciones de sustitución del 75% (Rodríguez et al., 2002; Francis et al., 2007), 
como cuando estas son bajas y se acompañan de un inadecuado balance de aminoácidos 
(Caballero et al., 2003; Menoyo et al., 2004). En nuestro estudio (PROBIO 3) la 
inclusión de Pdp13 fresco en dieta redujo el tamaño y número de vacuolas grasas en los 
enterocitos de los juveniles de lenguado senegalés, con respecto a los ejemplares que 
recibieron la dieta control y la suplementada con Pdp11. Estos resultados fueron 
diferentes a los observados en el anterior ensayo (PROBIO 2), en dónde se observó una 
menor depósición lipídica en el digestivo e hígado de los peces alimentados con Pdp11 
liofilizado. Un mayor conocimiento respecto a las materias primas de ambos piensos 
utilizados podría darnos una hipótesis para las diferencias detectadas con la adición de 
ambas cepas. En cuanto a la histología del músculo, se observó también una similitud 
entre ejemplares independientemente de la dieta empleada. Todos los ejemplares 
presentaron una idéntica estructura muscular a la registrada con un pienso más graso, 
como fue el de los ensayos PROBIO 1 y PROBIO 2, lo que confirma que el músculo 
no es una zona de depósito lipídico para el lenguado senegalés (Borges et al., 2009). La 
influencia de la adición probiótica sobre el hígado y músculo de juveniles de lenguado 
senegalés no pudo ser evaluada (PROBIO 4) debido a la variabilidad encontrada entre 
muestras de un mismo grupo experimental. Decir tan sólo que el  hígado reflejó gran 
número de vacuolas grasas en más del 75% de las muestras examinadas, presentando el 
resto cierto grado de vacuolización. También señalar que algunos ejemplares 
presentaron una vacuolización grasa extrema valorada como esteatosis hepática. Una 
mayor información del pienso comercial utilizado (Ver ANEXO) es precisa para poder 
establecer las causas de estos depósitos. 

Debido al incremento en la demanda mundial de aceite de pescado por la industria 
acuícola y a la producción estable de este producto derivada de las capturas pesqueras 
actuales, existe un gran interés en la inclusión de aceites vegetales como sustitutos 
parciales de los marinos en acuicultura Sin embargo, su utilización puede traer consigo 
un cambio en el balance de los ácidos grasos en el pienso comercial, produciendo 
alteraciones de la absorción lipídica e incluso afectando los lugares de adhesión 
bacteriana en el enterocito (Ringo et al., 1998), con el riesgo de una infección posterior. 
Considerando la mejor condición del digestivo e hígado observada en nuestro estudio en 
ejemplares de lenguado senegalés alimentados con un pienso de alto contenido lipídico 
enriquecido con Pdp11 (PROBIO 2), así como el diferente perfil de ácidos grasos 
detectado, relacionado tanto con una mejor absorción de nutrientes, como con una 
capacidad antimicrobiana, se estima de gran interés su implementación probiótica en 
dietas comerciales. 



Discusión

143 

4. Influencia de la alimentación con probióticos sobre parámetros metabólicos 
de lenguado senegalés en engorde 

Estudios recientes han demostrado el efecto de la adición probiótica en una mayor 
tolerancia frente a situaciones de estrés habituales en los procesos de cultivo de peces, 
clasificación de ejemplares, transporte, etc. (Rollo et al., 2006; Gomes et al., 2008; 
Gomes et al., 2009), existiendo en la actualidad preparados comerciales utilizados en 
salmónidos (Biomar, 2009; Merrifield et al., 2010a). La adición de Pdp11 fresco en 
pienso comercial (PROBIO 4) promovió niveles significativamente mayores de 
glucosa, lactato y triglicéridos en juveniles de lenguado senegalés. Además, los peces 
que recibieron ambas dietas probióticas (Pdp11 fresco o liofilizado) registraron valores 
significativamente superiores de glucosa y aminoácidos en músculo y de triglicéridos y 
glucógeno en hígado con respecto a los dos grupos control. Éste último parámetro en 
hígado alcanzó niveles de especial relevancia en los ejemplares alimentados con las 
dietas probióticas ensayadas. Los mayores niveles de glucógeno observados indican la 
existencia de una ventaja en cuanto a la reserva energética de los ejemplares, lo que les 
proporciona una capacidad de respuesta mejor frente a situaciones de estrés instantáneo. 
Nuestros resultados coinciden con los de Varela (2008), quien detectó niveles 
significativamente mayores de glucógeno a nivel hepático y de aminoácidos en músculo 
en ejemplares de dorada alimentados con Pdp11 liofilizado Resulta interesante señalar 
que cuando ambos grupos experimentales fueron sometidos a un estrés por alta 
densidad se registraron niveles significativamente menores de cortisol en plasma y 
significativamente mayores de glucógeno, glucosa y triglicéridos en hígado en los 
ejemplares alimentados con Pdp11 liofilizado (Varela et al., 2010). La administración 
de Pdp11 modula la respuesta frente al estrés, si bien el mecanismo de acción aún se 
desconoce. Una producción menor de cortisol desde las gándulas suprarenales o una 
modificación en la retirada desde el plasma podrían explicar los menores niveles de 
cortisol observados en el grupo alimentado con Pdp11 y sometido a un estrés posterior 
(Varela et al., 2010). Otros autores han demostrado igualmente una reducción de los 
niveles de cortisol en dorada mediante la adición  de bacterias lácticas (Lactobacillus
fructivorans y Lactobacillus plantarum) (Rollo et al., 2006), siendo este efecto también 
registrado en lubina con la incorporación de L. delbrueckii delbrueckii en dieta 
(Carnevali et al., 2006). Es interesante señalar que en nuestro estudio (PROBIO 4) se 
observa un efecto más intenso a nivel plasmático en el nivel de metabolitos con la 
administración de Pdp11 en fresco, frente a Pdp11 liofilizado. .Esta ventaja se suma a la 
observada con dicha forma de incorporación probiótica en cuanto a protección frente a 
infección experimental, descrita más adelante.

 

5. Influencia de la alimentación con probióticos sobre  parámetros 
inmunológicos de lenguado senegalés en engorde 

A pesar de que existe un amplio número de publicaciones científicas en las que se 
describe un aumento de la resistencia de peces alimentados con probióticos frente a 
infecciones experimentales (Gatesoupe, 1994; Robertson et al., 2000; Balcázar et al., 
2006a), son menos las que estudian a fondo los mecanismos específicos de esa 
protección. Estudios recientes (Irianto y Austin, 2002) describen un incremento de 
parámetros celulares, como el número de eritrocitos, linfocitos y macrófagos y aumento 
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de la actividad lisozima de salmón Atlántico, trucha arco-iris y rodaballo alimentados 
con diferentes probióticos. Del mismo modo, Villamil et al. (2002) evalúan los efectos 
inmunomoduladores de varias cepas lácticas, encontrando que L. lactis viable e 
inactivado por calor incrementa las funciones inmunitarias de rodaballo, como 
concentración de lisozima en suero y quimiotaxis de macrófagos de riñón anterior. La 
respuesta inmune innata en los peces es más importante que la observada en otros 
grupos animales (Magnadottir, 2006). Una vez detectado un patógeno bacteriano es 
fagocitado, digerido y destruido en el interior de las células mediante el estallido 
respiratorio (Secombes, 1996) ó mediante acción enzimática, o de otras sustancias 
antimicrobianas (Neumann et al., 2001). Además, los macrófagos son capaces de 
producir lisozimas, que pueden ser estimuladas por lipopolisacáridos bacterianos o por 
�-glucanos presentes en los hongos (Paulsen et al., 2001).  

Estudios previos realizados con los probióticos Pdp11 y Pdp13 demostraron un 
diferente efecto en la estimulación del sistema inmune, dependiendo del modo de 
adición de los mismos, frescos ó inactivados (Salinas et al., 2005; Díaz-Rosales, 2006). 
En el presente estudio se observó un aumento significativo de la actividad antiproteasa 
en suero de juveniles de lenguado senegalés alimentados con Pdp13 fresco, frente a los 
del grupo control y a los que recibieron Pdp11 fresco (PROBIO 3). Este hecho 
evidencia de nuevo mecanismos de actuación distintos entre ambas cepas, como fue 
observado en otros parámetros con anterioridad. Los resultados obtenidos en nuestro 
ensayo en ejemplares alimentados con Pdp11 incorporado en  la dieta, coinciden con los 
observados por Varela et al. (2010) en dorada, mostrando una ausencia de actividad 
antiproteasa de la cepa. Es interesante resaltar que Brunt et al. (2007) tampoco 
detectaron diferencias de actividad antiproteasa en suero de ejemplares de trucha arco-
iris alimentados con Bacillus sp. ó Aeromonas sobria en dieta, aunque ambas cepas 
promovieron resistencia frente a diversos patógenos de esta especie.   

En la mayoría de los estudios los probióticos son administrados como células 
vivas (Salinas et al., 2008a; Vendrell et al., 2008). Sin embargo, también se encuentran 
trabajos en los que los probióticos son incorporados al pienso como células muertas ó 
inactivadas (Irianto y Austin, 2003; Taoka et al., 2006), como células liofilizadas 
(Aubin et al., 2005; Merrifield et al., 2011) ó como extractos celulares (Villamil et al., 
2003; Abbas et al., 2010). A pesar de que la administración de los probióticos 
liofilizados ó inactivados por calor sería más práctica a nivel industrial, Panigrahi et al. 
(2005) obtuvieron mejores resultados mediante el empleo de bacterias vivas. En nuestro 
ensayo PROBIO 4 se compararon dos formas de administración del probiótico Pdp11 
(fresco ó liofilizado) con el fin de seleccionar aquella que presentase la mayor eficacia. 
No se detectaron diferencias significativas de la actividad lisozima en los ejemplares 
alimentados con Pdp11, en ninguna de sus formas de adición a pienso, frente a los 
grupos control y control alginato. Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por 
Varela et al. (2010) con ejemplares de dorada alimentados con Pdp11 liofilizado, 
cultivados tanto a baja como a alta densidad. Otros autores (Taoka et al., 2006) 
detectaron un aumento en la actividad de lisozima de los ejemplares de tilapia 
alimentados durante 30 días con un pienso complementado con B. subtilis, .L. 
acidophilus, C. butyricum y S. cerevisiae en fresco, no así cuando estos probióticos sen 
administraron como células inactivadas por calor. En sus trabajos con trucha arco-iris, 
Irianto y Austin (2003), utilizaron diferentes probióticos (Cocos Gram + A1-6, Vibrio
fluvialis A3-47S, A. hydrophila A3-51 y Carnobacterium BA211) que, en algunos casos 
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ya a los 7 días de adición en dieta, promovieron la resistencia frente a la furunculosis, 
además de incrementar los niveles de actividad lisozima, aunque no a un nivel 
significativo. Los resultados frente a este parámetro son diferentes según las especies en 
cultivo y el probiótico ensayado. Así, Brunt et al. (2007) registraron un aumento 
significativo de la actividad lisozima en ejemplares de trucha arco-iris tras 15 días de 
alimentación con Bacillus sp., pero no con Aeromonas sobria, aunque ambas cepas 
promovieron resistencia frente a diversos patógenos. Asimismo Pieters et al., (2008) 
tras la adición de A. sobria en dieta detectaron ausencia de actividad lisozima en suero 
de trucha arcoiris que sin embargo presentaba una protección frente a infecciones 
superficiales. Una mayor capacidad de curación de las heridas superficiales ha sido 
observada en nuestro laboratorio en lenguado senegalés alimentado con un pienso 
comercial similar al del presente ensayo e incorporado de Pdp11 fresco y cultivado a 
densidad alta (datos no publicados). Resulta interesante señalar que las respuestas 
humorales detectadas para Pdp11 (antiproteasa y lisozima) fueron similares a las 
observadas para los grupos control, a pesar de la protección frente a P. damselae subsp.
piscicida conferida por esta cepa (PROBIO 1, 2 y 4)  

La respuesta inmune adaptativa implica componentes celulares como son las 
inmunoglobulinas, los linfocitos B y T, los neutrófilos, los macrófagos, etc. Asimismo 
están involucrados factores humorales, como las inmunoglobulinas (Ig) producidas por 
los linfocitos B. En los teleósteos, el principal anticuerpo descrito es la IgM (Bengten et 
al., 2000), aunque se ha detectado IgD en el lenguado japonés (Hirono et al., 2003). En 
nuestro estudio el título de anticuerpos específicos en suero frente a Pdp11 y Pdp13 
fresco (PROBIO 3) no presentó diferencias entre los ejemplares alimentados con las 
diferentes dietas experimentales tras dos meses de adición probiótica. Asimismo no se 
registraron diferencias a lo largo de la experiencia en anticuerpos específicos e 
inmunoglobulinas totales (ELISA) en suero de juveniles de lenguado que recibieron 
ambas formas de administración probiótica, fresca y liofilizada (PROBIO 4) 
Igualmente, otros autores (Irianto y Austin, 2003) no encontraron anticuerpos 
específicos frente a A. salmonicida en el suero de los ejemplares de trucha arcoiris 
alimentados con diferentes probióticos que, sin embargo, promovieron la resistencia 
frente a este patógeno. Por el contrario, Pichietti et al. (2007) observaron un aumento de 
células Ig+ y granulocitos acidófilos en el digestivo de doradas con una alimentación 
temprana suplementada con L. fructivorans y L. plantarum. No se detectaron 
diferencias en las proteínas inmunogénicas (Western-Blot) con relación a la dieta 
probiótica suministrada (PROBIO 4). Estos resultados corroboran los obtenidos en la 
titulación de anticuerpos (ELISA) y sugieren la ausencia de una respuesta humoral 
específica con relación al aporte probiótico en dieta. Sin embargo, no es descartable la 
posibilidad de que dicha estimulación pueda ser local, a nivel de la mucosa digestiva, ya 
que es allí en dónde se pueden producir interacciones entre las células implicadas con la 
respuesta inmune y los pocos antígenos que atravesasen la mucosa intestinal. 

Con respecto a la concentración de proteínas totales en suero, a pesar de la mayor 
protección conferida frente a P. damselae subsp. piscicida por la cepa Pdp11 fresca 
(PROBIO 4) , no se detectaron diferencias significativas a lo largo de la experiencia 
entre los ejemplares que recibieron Pdp11 fresco ó liofilizado en dieta dado que la 
proporción relativa y la cantidad total de proteínas en el suero de los peces varían 
dependiendo del estado nutritivo y fisiológico del ejemplar en cultivo y se ven afectadas 
por la existencia de infecciones, procesos inflamatorios, etc. Los niveles existentes en 
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los especímenes pueden ser considerados como buenos indicadores de su salud 
(Grasman et al., 2000). Así, Brunt et al. (2007) detectaron un aumento significativo de 
estos dos parámetros en juveniles de trucha arco-iris alimentados con Bacillus sp.. Sin 
embargo no registraron diferencias significativas cuando los ejemplares eran 
alimentados con Aeromonas sobria, si bien ambas cepas promovieron una mayor 
resistencia frente a patógenos como A. salmonicida, V. anguillarum y V. ordalii. 
Igualmente, Taoka et al. (2006) no encontraron niveles significativamente diferentes de 
proteínas totales en el plasma de los ejemplares de tilapia que habían sido alimentados 
durante 15 días con una mezcla probiótica comercial que, sin embargo, activó diferentes 
parámetros de inmunidad innata y aumentó la resistencia frente a E. tarda. No obstante, 
15 días más tarde, estos mismos autores registraron niveles superiores de proteínas 
totales en plasma en los especímenes que recibieron la dieta probiótica, siendo mayor el 
aumento con la adición de células vivas que inactivadas (Taoka et al., 2006).  

La no existencia de respuesta inmunitaria sérica indicaría la inocuidad de los 
probióticos ensayados, ampliamente demostrada en los múltiples ensayos realizados, ya 
que en ningún caso se ha observado mortalidad en los peces alimentados con el 
probiótico. Sin embargo, conviene estudiar otros parámetros de respuesta inmunitaria 
diferentes a los ensayados en esta tesis, y muy especialmente todos aquellos 
relacionados con la respuesta local en el instestino de los peces. En este sentido, se han 
realizado pruebas dot-blot para la detección de anticuerpos en el mucus intestinal de los 
lenguados alimentados con Pdp11, no detectándose anticuerpos específicos (com. pers. 
Arijo). Esto puede deberse a la ausencia de respuesta local frente al probiótico (que 
corroboraría su inocuidad) o a que los anticuerpos secretores no son capaces de 
reaccionar con los anti-Ig de lenguado utilizados. 

 
 

6. Estudio de la influencia de los probióticos sobre la microbiota intestinal de 
los peces 

Son relativamente recientes los estudios que se proponen conocer  la relación 
funcional entre los peces y su microbiota digestiva (Martín-Antonio et al., 2007), a 
pesar de que ésta juega un papel importante en los procesos nutritivos y digestivos del 
huésped. Se ha demostrado que la administración probiótica modula la composición de 
la microbiota intestinal en los peces (Garrido et al., 2005; Gómez y Balcázar, 2008). 
Inicialmente la mayoría de los trabajos se realizaron empleando las técnicas 
bacteriológicas convencionales que implican el aislamiento y el cultivo bacteriano en 
medios selectivos. Dichas técnicas, además de ser laboriosas, no permitían la 
identificación de todas las cepas presentes en la microbiota intestinal de los peces, 
debido a  que algunas precisan medios de cultivo especiales y algunos géneros como 
Vibrio y Aeromonas son complejos en su identificación (Pond et al., 2006). Además, en 
el presente está aceptado que existen aún muchas especies que no pueden ser cultivables 
(Spanggaard et al., 2000). Los trabajos que se realizan en la actualidad emplean técnicas 
que no requieren el cultivo bacteriano, como es el caso de la electroforesis en gel de 
gradiente desnaturalizante (PCR-DGGE). Dicha técnica analiza los 16S rDNA 
bacterianos, permitiendo una visión más completa de la microbiota en estudio (Huber et 
al., 2004; Brunvold et al., 2007; Fjellheim et al., 2007; McIntosh et al., 2008). Los 
resultados de DGGE obtenidos en nuestro ensayo PROBIO 2 sugieren que la 
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incorporación de los  probióticos Pdp11 y Pdp13 liofilizados en dieta influye sobre la 
microbiota intestinal de los juveniles de lenguado senegalés, promoviendo una más 
rápida estabilización de la misma. La modulación ejercida dependió de la especie 
suministrada, siendo el efecto más acusado en el caso de Pdp13, que sin embargo redujo 
la riqueza específica (Tapia-Paniagua et al., 2009). El número de bandas de PCR-
DGGE correspondientes a los grupos bacterianos Vibrio y Shewanella se incrementaron 
en los especímenes alimentados con ambas dietas probióticas. Si bien el género Vibrio  
es el que con mayor frecuencia se encuentra en los peces planos (Eddy y Jones, 2002; 
Sugita y Ito, 2006), Shewanella está descrita tanto en ejemplares de lenguado japonés 
(Satomi et al., 2007) como en ejemplares de lenguado senegalés alimentados con presa 
viva (Martín-Antonio et al., 2007). Sin embargo, en nuestro ensayo, Pdp11 y Pdp13 no 
fueron detectadas en las bandas (PCR-DGGE), quizás debido a que su presencia 
estuviera por debajo del límite de abundancia (1%) preciso para su determinación por 
ésta técnica. 

Dado que los animales acuáticos presentan una microbiota intestinal en 
interacción constante con el medio que les rodea, existe una fuerte influencia de éste 
sobre la misma, afectando por lo tanto a la salud de los ejemplares en cultivo. 
Spanggaard et al. (2000) al estudiar la evolución de la microbiota en ejemplares de 
trucha arcoiris observaron la existencia de una variación sustancial de la misma a lo 
largo del tiempo, presentando incluso fluctuaciones diarias. Esto hecho indica que la 
mayor parte de los microorganismos procedentes del agua y del alimento no son 
autóctonos, sino que están en continuo tránsito dentro del intestino en los ejemplares en 
cultivo.La caracterización de la microbiota (PCR-DGGE) realizada en nuestro ensayo 
(PROBIO 3) mostró la existencia de una sucesión a lo largo del tiempo. Atendiendo a 
dicha sucesión temporal se establecieron los siguientes 3 clusters: el primero se 
correspondió con el inicio de la adición probiótica (24-72h), el segundo a las 2, 3 
semanas y el tercero coincidente con el término de la experiencia (57 días). En la 
caracterización de la microbiota intestinal al finalizar la experiencia se establecieron 3 
clusters correspondientes a los tres grupos experimentales. Los ejemplares de la dieta 
Pdp13 fresco presentaron el mayor índice de similitud, en menor medida los 
alimentados con Pdp11 fresco y la mayor variabilidad entre especímenes se encontró en 
el grupo control. Se observó por tanto una mayor estabilización de la microbiota 
digestiva en los dos grupos probióticos, con una mayor intensidad en el grupo Pdp13 
que en el grupo Pdp11 Estos resultados coinciden con los obtenidos en el ensayo 
PROBIO 2 en el que ambos probióticos se administraron liofilizados. Bogut et al 
(1998; 2000) registraron un efecto modulador de la microbiota digestiva de especímenes 
de siluros (Silurus glanis) después de tres semanas de adición en dieta de Enterococcus 
faecium. Dicho efecto modulador estuvo además caracterizado por la disminución de 
patógenos oportunistas en el tracto digestivo de los ejemplares. Asimismo, se ha 
descrito un descenso en la densidad bacteriana del tracto digestivo ligada a la 
administración probiótica en siluros (Bogut et al., 2000) y diferentes especies de peces 
ornamentales (Ghosh et al., 2007). Dicho descenso puede estar relacionado tanto con la 
mayor presencia del probiótico en el intestino, como con la producción de sustancias 
inhibidoras por parte del mismo (Gatesoupe, 1997; Moriarty, 1998). Otros autores han 
descrito un alto nivel de colonización probiótica en el digestivo de lubinas cultivadas 
(Carnevali et al., 2006) y un aumento del número de probióticos en el digestivo de 
salmones paralelo a la administración dietética (Robertson et al., 2000). En este último 
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estudio se observó que la presencia del probiótico en los ejemplares decrecía al 
interrumpirse su incorporación en la dieta, no pudiéndose aislar las cepas suplementadas 
al menos 6 días después de cesar su adición. Al igual que en éste caso, en la trucha 
arcoiris ha sido imposible aislar la cepa probiótica Carnobacterium sp. transcurridos 10 
días de la interrupción de la adición de la misma a los ejemplares en cultivo (Irianto y 
Austin, 2003). Las investigaciones anteriormente mencionadas indican que los 
probióticos para desarrollar su acción no siempre precisan colonizar el tracto digestivo 
de los peces. En nuestros ensayos PROBIO 2 y PROBIO 3 se ha demostrado la 
influencia que ejercen las dos cepas probióticas (Pdp11 y Pdp13) administradas en 
fresco ó liofilizadas sobre la microbiota digestiva. Están en curso trabajos de 
secuenciación que permitirán contrastar la microbiota intestinal de cada grupo 
experimental y evaluar la modulación ejercida por ambas cepas utilizadas.  

El análisis de la microbiota intestinal (PCR-DGGE) realizado en nuestro ensayo 
PROBIO 4 mostró una homogeneidad significativamente superior para los juveniles de 
lenguado senegalés alimentados con pienso enriquecido con Pdp11 liofilizado. 
Igualmente se detectó una mayor homogeneidad en la microbiota intestinal de los 
ejemplares que recibieron las dietas con alginato y Pdp11 fresco frente a los peces del 
grupo control. Es interesante destacar la existencia de una estabilización en la 
microbiota intestinal a los dos meses del comienzo de la experiencia con ambas formas 
de administración probiótica. Esto confirma la evolución observada en el ensayo 
PROBIO 3 y sugiere el importante papel que los probióticos pueden ejercen en la 
regulación de la homeostasis de la microbiota intestinal y en la salud de los ejemplares 
como ha sido señalado por Kubota et al. (1970). Transcurrido un mes sin suministro 
probiótico, se observó una reducción de la homogeneidad entre ejemplares en todos los 
grupos estudiados, presentando los peces alimentados con Pdp11 liofilizado aún gran 
similitud en su microbiota digestiva. Estos resultados sugieren un efecto probiótico no 
ligado a la colonización de la mucosa intestinal, como ha sido observado por otros 
autores (Robertson et al., 2000; Irianto y Austin, 2003). La alta capacidad inhibitoria “in 
vitro” de Pdp11 liofilizado frente a P. damselae subsp. piscicida (PROBIO 3), la mejor 
condición del hígado y del intestino observada en los ejemplares alimentados con esta 
cepa (PROBIO 2) y su reducida viabilidad en pienso (48 h) sugieren que el efecto 
probiótico de Pdp11 sobre los ejemplares de lenguado senegalés no se relaciona con su 
capacidad colonizadora, sino con el aporte de determinadas sustancias inhibidoras ó 
factores de crecimiento que influyen beneficiosamente sobre la microbiota intestinal. 

 

7. Efecto protector de los probióticos frente a infecciones experimentales con el 
patógeno Photobacterium damselae subsp. piscicida  

La protección conferida por la adición de probióticos en dieta ha sido descrita 
para diferentes especies de huéspedes y microorganismos (Raida et al., 2003; Rengpipat
et al., 2008) e incluso observada con cepas inactivadas o componentes celulares 
bacterianos (Irianto y Austin, 2003; Abbas et al., 2010). Estudios “in vitro” sugieren 
que Pdp11 puede ser considerado como un potencial probiótico para peces, dado que 
inhibe el crecimiento de Photobacterium damselae subsp. piscida (Chabrillón et al., 
2005b), bacteria que se adhiere al mucus intestinal y a la piel de S. senegalensis 
provocando brotes epidemiológicos muy serios en su cultivo (Arijo et al., 2005a). 
Además Makridis et al. (2008) han descrito un efecto de inhibición “in vitro” frente a P. 
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damselae subsp. piscicida y Vibrio harveyi de cepas de Shewanella sp., aisladas de 
intestino de lenguados alimentados con presa natural.  

Para conocer el grado de protección que confiere el probiótico Pdp11 frente a 
infecciones experimentales con P. damselae susp. piscicida, en todos nuestros estudios 
se utilizó la inyección intraperitoneal. La patogenicidad de una bacteria puede variar 
dependiendo de la vía de entrada en el ejemplar en cultivo (piel, branquias, tracto 
gastrointestinal), sin embargo la ruta natural de infección de P. damselae subsp.
piscicida es desconocida por el momento (Nagano et al., 2009). Así, en nuestros 
estudios se utilizó la inyección intraperitoneal porque es la ruta más habitual para 
determinar el porcentaje de supervivencia relativo (RPS) cuando se ensayan diferentes 
estrategias profilácticas seguidas de infección experimental en laboratorio (Acosta et 
al., 2005; Arijo et al., 2005b; Lin et al., 2006). 

Los ejemplares de lenguado senegalés que recibieron el pienso comercial 
suplementado con Pdp11 en fresco durante dos meses, (PROBIO 1) mostraron una 
buena protección frente a P. damselae subsp. piscicida. La dieta probiótica redujo 
significativamente la mortalidad de los ejemplares, que alcanzaron un porcentaje de 
supervivencia relativa (RPS) del 43%. Estos valores fueron mayores que los 
determinados por otros autores (Díaz-Rosales et al., 2009) para esta misma especie, 
utilizando sin embargo Pdp11 liofilizado. No obstante, Chabrillón et al. (2005a) 
observaron más del 80% de protección en ejemplares de lenguado alimentados con este 
probiótico y sometidos a infección experimental con V harveyi, patógeno oportunista 
habitual en las costas del sur de nuestro país. También es cierto que el contenido de 
probiótico utilizado en el pienso por estos últimos autores, fue mayor que el utilizado 
en el presente trabajo y que la virulencia de P. damselae subsp. piscicida y V. harveyi 
no es la misma. Independientemente de esta consideración, el grado de protección 
conferida por los probióticos podría estar más relacionado con el patógeno que con el 
propio microorganismo, como también demostraron Robertson et al. (2000) con 
Carnobacterium sp. adicionado en dieta a salmón atlántico en condiciones de 
cohabitación con diferentes patógenos.  

La incorporación de Pdp11 y Pdp13 liofilizados en dieta de juveniles de lenguado 
senegalés durante dos meses presentó una moderada influencia sobre los porcentajes de 
supervivencia registrados (RPS, 25-35%) tras infección experimental con P. damselae 
subsp. piscicida. (PROBIO 2). Dichos porcentajes fueron similares a los descritos 
previamente por Díaz-Rosales et al. (2009) en un estudio realizado con otro pienso 
comercial suplementado de estas mismas cepas liofilizadas y administrado a ejemplares 
de lenguado senegalés. En este estudio se utilizó alginato cálcico para favorecer la 
incorporación y conservación de las bacterias en el pienso Respecto al posible efecto 
protector del alginato sódico, algunos autores han descrito un incremento en la 
resistencia frente a patógenos en peces cuando se incorporaba en la dieta (Skjermo et 
al., 1995; Skjermo y Bergh, 2004; Cheng et al., 2007). Sin embargo, la utilización del 
alginato sódico a la concentración empleada en nuestra experiencia (0,5%) no produjo 
protección alguna frente a P. damselae subsp. piscicida. Otros autores no han detectado 
diferencias significativas en parámetros inmunológicos entre peces que recibieron una 
dieta suplementada con alginato rico en ácido manurónico y ejemplares control 
(Huttenhuis et al., 2006).  
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La incorporación de Pdp11 fresco durante 15 días confirió protección en juveniles 
de lenguado senegalés frente a P. damselae subsp. piscicida (PROBIO 4), a diferencia 
de lo observado con Pdp11 liofilizado que quizás precisa de un mayor tiempo de 
actuación (PROBIO 2).El mayor porcentaje de supervivencia registrada (RPS) para 
Pdp11 en fresco preselecciona esta forma de administración. En este estudio se 
confirmó que el alginato sódico utilizado no posee un efecto protector significativo 
frente al patógeno ensayado. Los valores de RPS frente a P. damselae subsp. piscicida 
detectados en este ensayo fueron inferiores a los observados en PROBIO 1 y PROBIO 
2. Estos datos pueden ser debidos a la mayor calidad del pienso comercial empleado 
(ver ANEXO), que presenta una mejor relación proteína / lípido, un adecuado balance 
(DHA + EPA) y sobre todo un contenido extra de oligoelementos e 
inmunoestimulantes (no especificados por la casa comercial). Esta mejora en la dieta 
control redujo la respuesta frente al patógeno de los grupos alimentados con Pdp11.  

Los resultados de protección obtenidos en el estudio PROBIO 1 se asemejan a los 
registrados por otros autores, que describieron una mayor supervivencia en ejemplares 
de rodaballo y trucha arco-iris que recibieron dietas suplementadas con bacterias 
lácticas (Gatesoupe, 1999; Nikoskelainen et al., 2001; Vendrell et al., 2008) y en peces 
ornamentales y tilapia (Oreochromis nilótica) alimentados con diferentes cepas de 
Bacillus (Ghosh et al., 2007; Aly et al., 2008b). El efecto beneficioso producido por las 
cepas administradas en los ensayos PROBIO 2 y PROBIO 4 fue moderado, aunque 
significativo, dada la virulencia del patógeno ensayado sobre el lenguado senegalés. 
Dicha virulencia es mucho mayor en esta especie que la detectada en dorada (Díaz-
Rosales et al., 2003; Magariños et al., 2003), o la determinada para otros patógenos 
(Irianto y Austin, 2003; Vaseeharan y Ramasamy, 2003; Brunt et al., 2007; Aly et al., 
2008b). Por ello, las RPS registradas en estos últimos ensayos fueron inferiores a las 
detectadas en ejemplares de trucha arco-iris frente a Yersinia ruckeri (Capkin y 
Altinok, 2009) o Aeromonas salmonicida y Vibrio anguillarum (Brunt et al., 2007). 
Igualmente fueron menores a las observadas en juveniles de anguila (Anguilla anguilla) 
ó tilapia (O. niloticus) expuestos a Edwarsiella tarda (Chang y Liu, 2002; Taoka et al., 
2006).  

Resulta interesante destacar que la protección conferida frente a P. damselae 
subsp. piscicida en este último ensayo (PROBIO 4) se produjo a los 15 días del 
comienzo de la adición de Pdp11 en dieta. Este menor tiempo de administración fue 
registrado asimismo eficaz por Chabrillón et al. (2006) para dorada. De igual manera 
fue demostrado operativo frente a infecciones experimentales con diversos patógenos 
para el salmón Atlántico (Robertson et al., 2000), la anguila (Chang y Liu, 2002), la 
tilapia (Taoka et al., 2006) y la trucha arco-iris (Balcázar et al., 2006b; Brunt et al., 
2007; Pieters et al., 2008). Sin embargo, se observó que un tiempo de adición 
probiótica  menor (7 días) no confería una protección efectiva a los ejemplares de 
salmón (Robertson et al., 2000). Cuando el tiempo de administración se ampliaba a 30 
días, la protección era consistente tanto para el salmón (Robertson et al., 2000) como 
para la tilapia (Taoka et al., 2006; Aly et al., 2008b), disminuyendo la eficacia después 
de 60 días (Aly et al., 2008b). Por todo lo anteriormente expuesto, en el cultivo de 
peces podría ser más oportuno llevar a cabo pulsos de adición probiótica en momentos 
específicos, como son la metamorfosis, el destete, la clasificación por tamaños, el 
transporte y también de modo preventivo ante las situaciones que lo aconsejen (Raj et 
al., 2008).  
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8. Optimización del método utilizado para la incorporación de los probióticos 
en los piensos y su posterior administración a los peces -

En nuestro ensayo PROBIO 1 se observó un recuento del probiótico Pdp11 fresco 
cultivable en TSAs alrededor de 8x106 ufcg-1 tras su incorporación en el pienso y 
posterior trituración, amasado y peletización del mismo. No se detectaron bacterias 
cultivables 24 h más tarde, tanto a 4ºC como a 20ºC. La reducida viabilidad de la cepa 
Pdp11 detectada en el pienso justificó la implementación de un nuevo método de 
incorporación del probiótico. En las experiencias posteriores se utilizó alginato cálcico, 
que permitió una adecuada incorporación de las cepas bacterianas en el pienso. 

La incorporación de las dos cepas probióticas (Pdp11 y Pdp13) en fresco con 
alginato permitió una viabilidad bacteriana en el pienso durante un periodo mínimo de 
dos semanas (4ºC) (PROBIO 3). En este proceso se registró una caída en los títulos 
bacterianos de 2 órdenes de magnitud, hecho que ha sido observado con otras cepas, 
como Carnobacterium sp. (Robertson et al., 2000). La viabilidad obtenida fue similar a 
la registrada en algunas cepas de Bacillus (Irianto y Austin, 2002), y en general fue 
inferior a la registrada para B. pumilus, B. firmus y C. freundii , tanto a 4ºC como a 
25ºC, (Aly et al., 2008a). De este modo, la dieta probiótica se preparaba cada 15 días, 
en el laboratorio, conservándose a 4ºC hasta su utilización diaria.  

Cuando se utilizaron cepas bacterianas liofilizadas (PROBIO 2), la concentración 
de bacterias cultivables en TSAs al término del proceso de liofilización estuvo 
comprendida entre 2x107 y 2x105 ufcg-1. Dicha concentración decreció hasta ser nula 48 
h después de su incorporación en el pienso, tanto a 4 ºC como a 20ºC. La reducida 
viabilidad de las cepas liofilizadas, que sin embargo ha producido efectos beneficiosos 
en los ejemplares de lenguado senegalés (PROBIO 2 y 4) sugiere que los efectos 
observados tras su adición no estarían relacionados con la colonización del tracto 
digestivo o su interacción como microorganismo vivo y activo. Por el contrario, dicho 
efecto estaría más bien relacionado con la existencia de enzimas, nutrientes que 
complementan la dieta del pez, sustancias inmunoestimulantes que actual localmente o 
bien la presencia de sustancias antimicrobianas  

 

9. Caracterización bioquímica y enzimática de las cepas utilizadas. Ensayos de 
inhibición “in vitro frente a patógenos 

Respecto a las actividades metabólicas “in vitro” de las dos cepas probióticas 
parece interesante resaltar la presencia en las mismas de las actividades catalasa y lipasa 
(PROBIO 3). Ambas actividades tienen  relación con la prevención de la peroxidación 
lipídica y la absorción de lípidos respectivamente, características éstas que podrían 
contribuir al mantenimiento de una adecuada estructura celular e implementar el 
metabolismo de los ejemplares en cultivo (Ando et al., 1992; Koven et al., 1994). 
Además Pdp11 presenta un número significativo de diferentes actividades arilamidasa, 
características de esta cepa, que parecen promover una mayor absorción y digestión 
proteica de la dieta administrada (PROBIO 4). Resaltar que estos enzimas hidrolizan 
los aminoácidos terminales en péptidos y polipéptidos participando directamente en la 
regulación a hormonas y péptidos biológicamente activos en tejidos animales (Ramírez-
Expósito et al., 2002). 
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En cuanto a la capacidad inhibitoria “in vitro” frente a patógenos de lenguado, se 
encontraron diferencias entre ambas cepas (PROBIO 3). En este sentido, Pdp11, tanto 
en fresco como en sus productos extracelulares (ECPs), presentó una respuesta positiva 
frente a P. damselae subsp. piscicida, inhibiéndose esta respuesta cuando los ECPs 
fueron inactivados por calor. Este hecho demostró el carácter termolábil de las 
sustancias inhibidoras frente al patógeno, lo que no supuso descartar en los ECPs la 
presencia de bacteriocinas. Asimismo se produjo inhibición frente a P. damselae subsp.
piscicida con la cepa Pdp11 liofilizada y con su extracto, lo que indicó la actuación no 
sólo de las bacterias que permanecen viables en el liofilizado, sino también la de 
sustancias inhibidoras presentes en dicho liófilo. La respuesta de Pdp13 frente a P.
damselae subsp. piscicida fue, sin embargo, menor que para Pdp11. Pdp13 presentó una 
intensidad débil o nula tanto con la cepa fresca, liofilizada o los ECPs y ECPs 
inactivados. También frente al patógeno V. harveyi Pdp11 mostró mayor inhibición que 
Pdp13 en todos los casos. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Chabrillón 
et al. (2003) y sugieren la selección de Pdp11 como la mejor candidata para su futura 
utilización probiótica. Añadir asimismo que la capacidad inhibitoria “in vitro” frente a 
patógenos ha sido descrita por diferentes autores en distintas cepas de Bacillus sp., en 
las que se aislaron compuestos volátiles (Yilmaz et al., 2006) y polipéptidos de carácter 
antibiótico activos frente a una gran variedad de bacterias Gram + y Gram- (Morikawa
et al., 1993).  

Respecto a los análisis bioquímicos de Pdp11 y Pdp13 realizados en este ensayo 
(PROBIO 3) se observó una composición proximal similar en proteínas, aunque Pdp13 
presentó un nivel significativamente mayor de lípidos en comparación con Pdp11. En 
cuanto al perfil de ácidos grasos, ambas cepas probióticas presentaron un alto contenido 
de MUFAs (>62,0%), sobre todo de los ácidos grasos miristoleico (14:1), palmitoleico 
(16:1n-7) y margaroleico (17:1). Resulta interesante observar que si bien Pdp11 tuvo  
los niveles mayores de MUFAs, no fue así en el caso del ácido 16:1n-11, dado que 
Pdp13 alcanzó valores 65 veces superiores a los obtenidos en Pdp11. Esta diferencia 
detectada precisa un mayor estudio, pues se ha descrito una mayor resistencia a pH 
ácido (pH 2) por Lactobacillus casei ATCC 334. relacionada con elevados niveles de 
algunos ácidos grasos similares, como C16:1n(9), (Broadbent et al., 2010). Esta 
característica puede ser de enorme interés en cuanto a favorecer la actividad bacteriana 
en el tracto gastrointestinal de los ejemplares. Además estos autores registraron niveles 
elevados de histidina intracelular que relacionaron por primera vez con la resistencia 
bacteriana a condiciones de pH ácido. Dado que este aminoácido esencial es un 
precursor de la histamina, podría tener además una función de mantenimiento de los 
tejidos más saludable. Los contenidos en PUFAs fueron bajos (aprox. 5,6%), siendo el 
nivel de EPA y ARA similar en ambos probióticos, aunque sólo Pdp11 presentó 
contenido en DHA. Otras diferencias registradas entre ambas cepas fueron el menor 
contenido de los ácidos grasos linoléico (18:2n-6) y linolénico (18:3n-3) y el mayor de 
ácido pentadecanoico (15:0) en Pdp13 frente a Pdp11. Ambas cepas presentaron un 
nivel importante de SAFAs (>28%), especialmente los de cadena corta y media, láurico 
(12:0), mirístico (14:0), pentadecanóico (15:0) y palmítico (16:0), de alguno de los 
cuales se han descrito propiedades antimicrobianas (Pérez-Gutiérrez, 2005; Pagkalos et 
al., 2009). Resaltar que Pérez-Gutierrez (2005) detectó la presencia de diferentes ácidos 
grasos de cadena corta y media con propiedades antimicrobianas (esteárico 18:0, 
linolénico 18:3n-3, margárico 17:0 y laúrico 12:0 entre otros) en Tubifex tubifex, 
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oligoqueto habitual de aguas con abundante materia orgánica en descomposición. 
Asimismo, esta autora determinó que los ácidos grasos demostrados más activos frente 
contra microorganismos GRAM+ y GRAM- fueron el ácido esteárico y el ácido 
linolénico. Decir que en nuestros ensayos no fue posible la determinación del contenido 
en ácidos grasos de cadena presentes en Pdp11 y Pdp13 debido a las características del 
cromatógrafo utilizado y a la ausencia de patrones específicos. Dichos ácidos grasos 
podrían estar relacionados con la capacidad de protección frente a patógenos que 
confieren los dos probióticos ensayados. Es por ello necesario estudiar en el futuro el 
contenido de ácidos grasos de cadena corta en Pdp11 y Pdp13. En este sentido, resulta 
interesante destacar que en la microbiota digestiva de ejemplares de lenguado senegalés 
salvajes o alimentados con poliquetos marinos, organismos cercanos a los estudiados 
por Pérez-Gutierrez (2005) se ha encontrado Shewanella sp. (Makridis et al., 2004; 
Martín-Antonio et al., 2007). La adición de las cepas Pdp11 y Pdp13 ensayadas en dieta 
estarían promoviendo las defensas naturales del lenguado senegalés. 
 

10. Resumen general sobre la influencia de la alimentación con los 
probióticos Pdp11 y Pdp13 sobre el crecimiento y salud de lenguado 
senegalés en engorde 

La adición de los probióticos ensayados protegió en todos los casos a los juveniles 
de lenguado senegalés frente a infección experimental con Photobacterium damselae 
subsp. piscicida, el patógeno más virulento para el cultivo de esta especie. Además un 
tiempo de administración en dieta de 15 días demostró ser suficiente para promover 
dicha protección. Esta mayor resistencia frente al patógeno empleado se produjo con 
ambas cepas ensayadas, (S. putrefaciens Pdp11 y S. baltica Pdp13). El porcentaje de 
supervivencia relativa (RPS) observado decreció en relación a la mayor calidad del 
pienso utilizado. 

Asimismo, en todos los casos se observó una modulación de la microbiota 
intestinal de los juveniles de lenguado senegalés asociada a la adición de los dos 
probióticos ensayados, de mayor intensidad en los especímenes alimentados con Pdp13, 
que sin embargo presentaron una reducción de la riqueza específica. La forma de 
administración tuvo diferente efecto, siendo más acusado el ejercido por la cepa 
liofilizada que por la cepa fresca La influencia de la adición probiótica sobre la 
microbiota intestinal estuvo ligada al periodo de administración en dieta, lo que sugiere 
la existencia de un efecto no dependiente de la colonización del intestino por parte de la 
cepa utilizada. Están en curso trabajos de secuenciación e identificación, que permitirán 
conocer la evolución en el tiempo de las especies bacterianas, en relación con la adición 
de la dieta probiótica y con la supresión de la misma. Estudios preliminares indican que 
la composición específica de la microbiota intestinal en los ejemplares que recibieron 
ambas dietas probióticas, se encuentra más próxima a la habitual de la especie en estado 
salvaje (datos no presentados).  

Ha resultado de gran importancia la observación de una mejor condición del 
digestivo e hígado en aquellos ejemplares de lenguado senegalés alimentados con un 
pienso de alto contenido lipídico enriquecido con Pdp11, lo que sugiere la conveniencia 
de su utilización en dietas comerciales  

Parece de gran interés señalar que la adición de ambos probióticos promovió tanto 
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en músculo como en hígado, menores valores de los ácidos estearidónico (18:4n-3) y 
tetraenoico (20:4n-3) relacionados con la síntesis de eicosanoides y el bienestar de los 
ejemplares. Asimismo, se detectó en ambas cepas la presencia de ácidos grasos de 
cadena corta y media con actividad antimicrobiana, implicados en la mejor absorción de 
nutrientes. Resaltar que estos ácidos grasos están presentes en la dieta natural del 
lenguado senegalés. En las dietas suplementadas con Pdp11 se detectó un balance 
adecuado de los ácidos grasos esenciales DHA, EPA y ARA en todas las experiencias y 
un mejor perfil de ácidos grasos en los ejemplares alimentados con Pdp11 con respecto 
a los alimentados con Pdp13. Por todo lo anteriormente expuesto, se considera de gran 
interés el empleo del probiótico Pdp11 incorporado en una dieta comercial para su uso 
en el cultivo del lenguado senegalés. Asimismo, la composición bioquímica de la cepa 
podría ser mejorada para producir mayores niveles de aquellos ácidos grasos que 
resultaran de interés, como se realiza en la actualidad con otros microorganismos.  

Resulta frecuente observar una reproducibilidad baja en los resultados obtenidos 
en trabajos con probióticos. Esto se puede explicar por la biología de las especies 
estudiadas, los diferentes protocolos de cultivo y alimentación empleados, la 
composición específica del alimento vivo o inerte utilizado y las características, dosis y 
frecuencias de administración de las cepas probióticas ensayadas, etc. En esta tesis se 
han observado resultados diferentes entre ensayos y respecto a los descritos por otros 
autores en algunos parámetros como crecimiento, composición corporal e histología del 
lenguado senegalés, que podrían ser atribuidos a diferencias en la temperatura y calidad 
del pienso comercial empleado. 

Cabe señalar que a pesar de que sólo se ha detectado un mayor crecimiento de los 
ejemplares cuando Pdp11 fresco se ha incorporado a un pienso de elevado contenido 
lipídico, el nivel de metabolitos en plasma, hígado y músculo ha presentado valores más 
adecuados con la administración de esta cepa, incluso con los piensos más apropiados 
para esta especie. Se estima relevante el mayor nivel de glucógeno detectado en hígado, 
con ambas formas de incorporación en dieta, relacionado con una mejor reserva 
energética de los ejemplares, lo que proporciona una mejor capacidad de respuesta 
frente a un posible estrés. Estos resultados han sido confirmados en estudios posteriores 
realizados en nuestro centro que han mostrado cómo ejemplares alimentados con Pdp11 
y sometidos a altas densidades de cultivo presentaron mayor supervivencia frente a una 
infección natural producida por Vibrio (datos no presentados). 

La no existencia de respuesta inmunitaria sérica indicaría la inocuidad de los 
probióticos ensayados, ampliamente demostrada en los múltiples ensayos realizados, ya 
que en ningún caso se ha observado mortalidad en los peces alimentados con el 
probiótico. Sin embargo, conviene estudiar otros parámetros de respuesta inmunitaria 
diferentes a los ensayados y muy especialmente todos aquellos relacionados con la 
respuesta local en el instestino de los peces.  

La administración de las cepas Pdp11 y Pdp13 frescas con alginato en nuestro 
ensayo permitió aumentar la viabilidad de las mismas en pienso hasta 15 días, lo que 
facilitó además su conservación. A pesar de que las dos cepas ensayadas están 
próximas, se registraron diferencias significativas entre ambas con respecto a sus 
características metabólicas y bioquímicas, así como una mayor capacidad de inhibición 
frente a patógenos “in vitro” dePdp11 frente a Pdp13  
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El efecto producido por la incorporación del probiótico liofilizado, de reducida 
viabilidad en el pienso, sugiere que dicho efecto no necesariamente se corresponde con 
un proceso de colonización del intestino o es atribuible a una interacción de éste como 
microorganismo vivo y activo. Más bien parece condicionado por la existencia de 
enzimas, nutrientes que complementan la dieta del pez, sustancias inmunoestimulantes 
que actual localmente o bien se deben a la presencia de sustancias antimicrobianas. Se 
estima necesario avanzar en la comprensión de la compleja relación probiótico/huésped, 
observando la posible influencia del primero en el apoyo a la capacidad de homeostasis 
del segundo. Asimismo, se considera interesante profundizar en los mecanismos 
subyacentes a los efectos beneficiosos observados en los peces y llegar a determinar el 
factor o factores específicos origen de la protección conferida. 

Las recientes investigaciones sobre la relación funcional existente entre los peces 
y su microbiota intestinal demuestran la gran influencia que esta tiene sobre la 
regulación de la expresión de numerosos genes en el tracto digestivo. Dichos genes 
están involucrados en el control de la proliferación del epitelio, el metabolismo de 
nutrientes y la respuesta inmune innata. Dada la capacidad de los probióticos para 
modificar la microbiota intestinal de los peces, se considera de gran interés el estudio de 
la influencia de la adición probiótica sobre la modulación de genes relacionados con las 
defensas naturales y la mayor capacidad de homeostasis de los ejemplares en cultivo. 

Finalmente, sería deseable progresar hacia una mayor estandarización de 
resultados entre las diferentes investigaciones en este campo, con el fin de favorecer su 
interpretación y acelerar la entrada de los probióticos en la industria acuícola, que 
demanda una mayor reproducibilidad para incluir esta estrategia de bienestar animal en 
sus instalaciones. 
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CONCLUSIONES 

Del presente estudio se establecen las siguientes conclusiones: 

1. La adición de Pdp11 fresco en un pienso comercial de alto contenido lipídico 
mejora el crecimiento en los juveniles de lenguado senegalés, efecto que deja de 
observarse al  mejorar la calidad del pienso utilizado. 

2. La incorporación de Pdp11 liofilizado en una dieta comercial de alto contenido 
lipídico promueve una mejor condición del digestivo e hígado en ejemplares de 
lenguado senegalés durante el engorde.  

3. La adición de Pdp11 promueve una mejora en el bienestar de lenguado senegalés  
reflejada en los niveles de metabolitos en el plasma, hígado y músculo de los 
ejemplares. Destaca el mayor nivel de glucógeno detectado en el hígado de los 
ejemplares. Se observa un efecto de mayor intensidad cuando el Pdp11 es 
administrado en fresco.  

4. La adición de los probióticos Pdp11 y  Pdp13 en la dieta modula la microbiota 
intestinal en los ejemplares de lenguado senegalés en engorde. Dicha modulación 
es más intensa en los ejemplares alimentados con Pdp13, que sin embargo 
presentan una menor riqueza específica.  

5. La forma de administración de la cepa Pdp11 ejerce diferente modulación sobre la 
microbiota intestinal de lenguado senegalés en engorde, siendo más acusada la 
ejercida por la cepa liofilizada. Dicha modulación disminuye en el tiempo tras la 
suspensión de la adición probiótica.  

6. A pesar de su proximidad taxonómica, Pdp11 y Pdp13 promueven diferencias en 
el crecimiento, la composición corporal, la histología de digestivo e hígado, la 
modulación de la microbiota digestiva  y la actividad antiproteasa en suero de los 
ejemplares de lenguado senegalés en engorde 

7. Pdp11 y Pdp13 presentan diferencias en sus actividades metabólicas, en el nivel 
de lípidos totales y perfil de ácidos grasos, así como en las actividades de 
inhibición “in vitro” de los patógenos P. damselae subsp. piscicida y V. harveyi  

8. La adición de los probióticos Pdp11 y Pdp13 no afecta especialmente a las 
respuestas inmunitarias innata y específica estudiadas, exceptuando la actividad 
antiproteasa en el suero de ejemplares alimentados con Pdp13.  

9. La incorporacón de los probióticos Pdp11 y  Pdp13 en la dieta protege a los 
juveniles de lenguado senegalés frente a P damselae subsp. piscicida.  

10. La utilización de alginato cálcico como método de incorporación de los 
probióticos al pienso no afecta significativamente los parámetros de crecimiento y 
salud estudiados, protege la viabilidad de los probióticos frescos y facilita su 
inclusión en el pienso. 
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11. La comparación de los resultados obtenidos permite seleccionar la cepa Pdp11 
frente a Pdp13 para su uso en el cultivo de lenguado senegalés. La forma de 
incorporación de Pdp11 en fresco proporciona los mejores resultados, respecto a 
la forma liofilizada. 
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ANEXO  I 

Composición de los piensos (Skretting) utilizados en los diferentes ensayos 
 
 
Ensayo PROBIO 1-2 PROBIO 3 PROBIO 4 
Pienso Gemma PG 1.8 LE-2 ELITE Gemma Diamond 1.8
Proteínas (%) 50.0 57.0 55.0 
Lípidos (%) 22.0 18.0 15.0 
Fibra (%) 0.5 1.3 0.5 
Cenizas (%) 9.0 10.7 11.0 
Fósforo (%) 1.3 1.7 1.7 
Humedad (%) 7.0 7.0 7.0 
Harina de pescado (%) 62.0 68.0 66.5 
Almidón de trigo 14.0   
Aceite de pescado (%) 15.0 11.00 7.5 
Gluten de trigo (%) 8.0 12.00 10.0 
Betaína (%)  0.25  
Concentrado Proteico de Soja  4.00 1 
Trigo  4.75  
Almidón de maíz (%)   14.0 
Ácidos grasos n-3  55.2 41.31 
Ácidos grasos n-6  17.0 8.08 

EPA+DHA  22.3 (EPA) 
22.0 (DHA) 34.58 

Vitamina A IU/kg 15.000 5.000 12.000 
Vitamina D3 IU/kg 2.250 750 900 
Vitamina E IU/kg 300 250 180 
Cobre (ppm) 8 7.5 8 
Vitamina C 350 200 500 
ENERGÍA DIGESTIBLE 
(MJ/Kg) 20.4 19.9 19.3 
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ANEXO  II 

ABREVIATURAS 
 
 
AGS   Amiloglucosidasa 
APROMAR  Asociación Empresarial de Productores de Cultivos 

Marinos de España 
ARA   Ácido araquidónico, 20:4n-6 
ATP   Adenosin trifosfato 
BHT   2,6-Di-ter-butil-4-metilfenol 
BCA   Ácido bicincónico 
BSA   Albúmina de suero bovina 
C18, C20 o C22  Ácidos grasos de 18, 20 ó 22 átomos de carbono. 
CO   Centro Oceanográfico 
COFI   Comité de Pesca de la FAO 
DGGE   Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante 
DHA   Ácido docosahexanoico, 22:6n-3 
DL50   Dosis letal 50 
DNA   Ácido desoxirribonucleico 
16S rDNA  Subunidad ribosómica del DNA   
EATIP   Plataforma Europea de Innovación y Tecnología en Acuicultura 
ECPs   Productos extracelulares 
EDTA   Ácido etilendiaminotetraacético 
ELISA   Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas 
EPA   Ácido eicosapentanoico, 20:5n-3 
FAO   Organización de Naciones Unidas para La Agricultura, Pesca y 

Alimentación 
HUFAs  Ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga 
IEO   Instituto Español de Oceanografía 
IFAPA   Centro de Investigación y Formación Pesquera y Acuícola de la 

Junta de Andalucía 
Ig   Inmunoglobulina 
JACUMAR  Junta Asesora de Cultivos Marinos 
min   minuto 
MUFAs  Ácidos grasos monoinsaturados 
n-3, n-6 o n-9  Ácidos grasos de la series 3, 6 ó 9. 



Anexos 

206 

NAD   Nicotinamida adenín dinucleótido (forma oxidada) 
NADH   Nicotinamida adenín dinucleótido (forma reducida) 
NI   No identificados 
OMPs   Proteínas de membrana externa 
PAGE   Electroforesis en gel de poliacrilamida 
PAS   Tinción con ácido periódico de Schiff 
PMSF   Fenilmetilsulfonilfluoruro 
PBS   Tampón fosfato salino 
PBS-T   PBS con Tween 80. 
PCR   Reacción en cadena de la polimerasa 
PGE1, PGE2 o PGE3 Prostaglandinas tipo E, series 1, 2 ó 3. 
PN   Plan Nacional  
PPARs   Receptores nucleares activadores de la proliferación de 

 peroxisomas 
PUFAs   Ácidos grasos poliinsaturados   
RNA   Ácido ribonucleico 
rpm   revoluciones por minuto 
RPS   Porcentaje de supervivencia relativo 
SAFAs   Ácidos grasos saturados.. 
DAS   Ácido estearidónico, 18:4n-3. 
SDS   Dodecil sulfato sódico 
SGR   Tasa de crecimiento específico 
subsp   Subespecie 
TAG   Triglicéridos o triacilglicéridos 
TCBS   Agar-tiosulfato-citrato-bilis-sacarosa 
TRIS   Tris-hidroximetil-aminometano 
TSAs   Agar tripticasa de soja enriquecido con 1,5% de ClNa 
TSBs   Caldo tripticasa de soja enriquecido con 1,5% de ClNa 
ufc   Unidades formadoras de colonias 
UMA   Universidad de Málaga 
v/v   volumen/volumen 



 



 


