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Resumen de la tesis que presenta Andrés Octavio Amparo Venegas como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura.

Aplicacidn de la tecnologia de biofloc (BFT) al cultivo de Totoaba macdonaldi

Resumen aprobado por:

Dra. Ménica Hernandez Rodriguez Dr. Benjamin Baron Sevilla
Codirectora de tesis Codirector de tesis

La totoaba (Totoaba macdonaldi) es un pez marino, carnivoro, endémico del Golfo de California, México.
Se ha sobreexplotado como resultado de la demanda de su vejiga gaseosa. La investigacion y el desarrollo
de su cultivo han mostrado un gran potencial, ya que tiene buena tasa de crecimiento y se adapta al
cautiverio. Actualmente, una empresa la cultiva a escala comercial en jaulas marinas, pero también se
tiene el interés de desarrollar su cultivo en estanques. La tecnologia del biofloc se caracteriza por el
desarrollo de comunidades microbianas que utilizan los desechos nitrogenados del medio y transforman
la materia orgdnica en biomasa bacteriana, lo que reduce el uso de grandes volumenes de agua y minimiza
el impacto ambiental, promoviendo el desarrollo sustentable de la acuicultura. Los estudios sobre la
aplicacién del biofloc en especies marinas carnivoras son escasos, posiblemente porque estos sistemas
mantienen una concentracion de sélidos suspendidos que no pueden ser utilizados como alimento por los
peces cultivados y podrian ocasionar dafios en las branquias y afectaciones en los parametros productivos.
El objetivo de este estudio fue evaluar diferentes concentraciones de biofloc y un tratamiento con sistema
de recirculacién (Tras) para el cultivo de juveniles de totoaba y su efecto en los parametros productivos y
cambios tisulares en las branquias e higado. Se utilizaron 72 organismos con peso promedio inicial de 469
g, distribuidos en 12 tanques. Se evaluaron 6 tratamientos por duplicado (5 con fléculos y 1 en sistema de
recirculacién convencional). Diariamente se midieron el oxigeno disuelto, pH, salinidad, temperatura y
supervivencia. Dos veces a la semana se midieron nitrégeno amoniacal total (NAT), nitritos y nitratos. Los
solidos suspendidos totales (SST), solidos volatiles totales, volumen de biofloc, transparencia y alcalinidad
se midieron semanalmente. Quincenalmente se registrd el peso y la longitud patrén. Después de 89 dias
de cultivo, se sacrificaron los peces, se tomaron muestras de branquias e higado y estas fueron procesadas
con la técnica histoldgica estdndar y se tifileron con Hematoxilina-Eosina. Después de 89 dias de cultivo,
las totoabas cultivadas en el Tras tuvieron un peso promedio final de 867.58496.91 g, siendo mayores en
contraste con los tratamientos con biofloc (p<0.05). En los SST entre los diferentes tratamientos no
existieron diferencias significativas (p>0.05). En los sistemas con biofloc, los filtros utilizados para controlar
la concentracién de SST fraccionaron los fléculos, y los microorganismos fueron regresados al tanque de
cultivo, produciendo altas concentraciones de SST (4.56 g / L'). En Tras hubo un crecimiento importante
de microalgas que produjo una concentracién de SST de 2.58 g/L™. En cuanto a NAT, las concentraciones
minimas (<0.55 mg/L) se registraron en los tratamientos con biofloculados. En el tejido branquial se
observaron dafios tisulares en todos los tratamientos. Las lesiones mas comunes en las muestras fueron:
telangiectasia, hipertrofia de las células epiteliales, desprendimiento epitelial, la hiperplasia focal de las
células epiteliales en lamelas y la fusidn total de las lamelas. El HI fue mayor en Tras, comparado con los
tratamientos de biofloc (p<0.05) y se observaron alteraciones en el higado, como diferencia en tamafio de
hepatocitos siendo mas grandes en Tras y con nucleo desplazado a la periferia del hepatocito.

Palabras clave: Biofloc, Totoaba macdonaldi, sélidos suspendidos, branquias.



Abstract of the thesis presented by Andrés Octavio Amparo Venegas a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Aquaculture.

Biofloc technology (BFT) application on Totoaba macdonaldi culture

Abstract approved by:

Dra. Ménica Hernandez Rodriguez Dr. Benjamin Baron Sevilla
Codirectora de tesis Codirector de tesis

Totoaba (Totoaba macdonaldi) is a carnivorous marine fish endemic of the Gulf of California, México. It
has been overexploited because of the demand for its swim bladder. The research and development of its
culture has shown great potential because it has a good growth rate and adapts to captivity. Today, one
company cultivates totoaba on a commercial scale in marine cages, but also aqua farmers have the interest
of the development of its culture in tanks. Biofloc technology is a method that is characterized by the
development of microbial communities that use the nitrogenous waste and organic matter from the
environment and transform it into bacterial biomass that reduces the use of large volumes of water and
minimizes environmental impact. This technology promote the sustainable development of the
aquaculture. Studies about the biofloc application on marine carnivorous species are scarce, possibly
because these systems contain a high concentration of suspended solids that cannot be used as food by
cultured fishes and could cause damage to the gills and affects the production parameters. The purpose
of this study was to evaluate the effect of different biofloc concentrations on the juvenile totoabas
productive parameters and its tissue effects on gills and liver. A total of 72 totoabas were used with an
initial mean weight of 469 g, distributed in 12 tanks. Six treatments by duplicate (5 with biofloc and 1 with
recirculation aquaculture system-RAS) were evaluated. Daily, dissolved oxygen, pH, salinity, temperature
and survival were measured. Twice a week total ammonia nitrogen (TAN), nitrites and nitrates were
measured. Once a week, total suspended solids (TSS), total volatile solids, biofloc volume, transparency
and alkalinity were measured. Each two weeks, weight and standard length of fishes were registered. At
the end of the study, after 89 days, the fish were sacrificed and gills and liver were sampled and processed
with the standard histological technique and stained with Hematoxylin-Eosin. Totoabas cultivated in the
Tras had a final average weight of 867.58 + 96.91 g, higher than totoabas cultured with biofloc (p <0.05).
The TSS were not different between the treatments (p> 0.05). In the systems with biofloc, the filter used
to control the concentration of TSS fractionated the flocs and the microorganisms were returned to the
culture tank, producing high TSS concentrations (4.56 g / L). In Tgras treatment there was a significant
growth of microalgae that produced a TTS concentration of 2.58 g / L'X. The TAN minimum concentrations
(<0.55 mg / L) were recorded in the treatments with biofloc. Gill tissue damage was observed in all
treatments. In all the gills examined, lamellar telangiectasis, hypertrophy of respiratory epithelium, lifting
of respiratory epithelial cells, fusion of the secondary lamellae and focal hyperplasia of epithelial cells were
found. HI was higher in Tras, compared to biofloc treatments (p <0.05) and morphological changes were
observed in the liver, like the hepatocytes size and displacement of the nucleus to the hepatocyte
periphery.

Keywords: Biofloc, Totoaba macdonaldi, suspended solids, gills.
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Capitulo 1. Introduccidn

En las ultimas décadas, la acuicultura se ha desarrollado hasta convertirse en una de las actividades mas
importantes por su capacidad de producir alimentos de excelente calidad nutricional y de generar ingresos
para millones de personas en el mundo. Esta actividad presenta desde hace varios afios un crecimiento
acelerado (4.5% anual). Actualmente, casi el 88% de los productos pesqueros a nivel mundial estan
destinados a la alimentacién, debido a la gran demanda del mercado por los productos acuaticos (FAO,
2016). Sin embargo, el crecimiento acelerado de la acuicultura ha ocasionado un impacto negativo en el
ambiente, debido a que los efluentes de los sistemas de cultivo vierten grandes cantidades de compuestos
organicos, contaminando los ecosistemas receptores de estas aguas residuales (James, 2009). Para
amortiguar el impacto negativo de la acuicultura, se ha propuesto el desarrollo y la implementacién de
nuevas tecnologias acuicolas para el uso sustentable de los recursos (Martinez-Porchas y Martinez-

Cordova, 2012).

1.1. Sistemas en acuicultura

Para el cultivo de organismos acudticos se han utilizado dos tipos de sistemas: 1) abiertos: como son los
extensivos, semi-intesivo y de flujo abierto (FAO, 2013); y 2) de ciclo cerrado: como es el sistema de
recirculacién acuicola (RAS, por sus siglas en inglés) y los cultivos con tecnologia biofloc (BFT, por sus siglas
en inglés) (Timmons y Ebeling, 2010; Avnimelech, 2015). Los primeros destacan por ser de bajo costo, por
la poca inversion en infraestructura, bajo costos en suministro de alimento y porque los organismos
cultivados aprovechan el alimento que en forma natural se produce en los cuerpos de agua, ya que estos
cultivos se colocan cerca de las fuentes de agua naturales (FAO, 2013), sin embargo, estos cultivos suelen
tener un impacto negativo sobre el ambiente si no se proporciona un tratamiento adecuado de las aguas

residuales.

En el caso de los sistemas de ciclo cerrado, en las ultimas décadas se han evaluado y aplicado en la
acuicultura, por su capacidad de disminuir los impactos negativos al medio natural. Estos sistemas se basan
en una reduccion del uso del recurso hidrico y promueven un aumento en la densidad de los cultivos, ya
que se tienen controladas las condiciones ambientales (Timmons y Ebeling, 2010; FAO, 2013). Otras de las
caracteristicas que distinguen a los sistemas cerrados es la baja o nula tasa de recambio de agua y la

bioseguridad dentro del cultivo (Ahmad et al., 2017). Los RAS y BFT se basan en el tratamiento y
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reutilizacion del agua, aprovechando la capacidad de las comunidades bacterianas que oxidan y consumen

los compuestos nitrogenados y la materia orgdnica (Timmons y Ebeling, 2010; Jiménez-Ojeda et al., 2018).

1.1.2. Sistemas de recirculacion acuicola (RAS) y su comunidad bacteriana

La recirculacidn acuicola es una tecnologia que se ha venido desarrollando e incorporando a la acuicultura
comercial con éxito, uno de sus propdsitos es evitar la contaminacién de los cuerpos de agua mediante
técnicas que permiten recuperar su calidad para un redso inmediato. El sistema de recirculacidon estd
compuesto por varios elementos o procesos (Timmons y Ebeling, 2010). De manera general, en un RAS el
agua circula a través del sistema que estd compuesto por filtros externos (mecdnico y biolégico), a
continuacién es oxigenada o aireada constantemente antes de ser regresada al tanque de cultivo. En el
filtro mecanico los desechos sdlidos son retenidos y retirados del cultivo, el objetivo es el aclaramiento del
agua; el filtro bioldgico o biofiltro, en el cual se fijan bacterias nitrificantes reductoras de NHs; y NO3’, se
encarga de la conversion bioldgica del nitrdgeno amoniacal a nitratos mediante el proceso de nitrificacién,
de esta forma es posible reducir el recambio de agua al minimo (menor al 10%) (Tidwell, 2012). Para que
estos procesos se lleven a cabo de manera eficiente en los filtros, es necesario dimensionar su tamafio y
la cantidad de medio filtrante, asi como el flujo de agua, siempre tomando en consideracién parametros
como la densidad de organismos en el cultivo y la tasa de alimentacidn. Estas condiciones determinan la
eficiencia del proceso de filtracidn. En el filtro mecénico se asegura la maxima retencion de los sélidos
suspendidosy en el filtro bioldgico se define el tiempo de contacto adecuado entre los desechos (nitrégeno
amoniacal) y las bacterias nitrificantes, siempre en condiciones aerdbicas, ya que este grupo de bacterias

son aerobios obligados (Timmons et al., 2002).

La conversion bioldgica del nitrdgeno amoniacal a nitratos estad dada por bacterias quimioautdtrofas que
se desarrollan de manera natural en este tipo de sistema. Las bacterias del género Nitrosomonas spp.,
llevan a cabo el primer paso en la nitrificacidn, al oxidar el nitrogeno amoniacal para transformarlo en
nitrito. Mientras que las bacterias del género Nitrobacter spp., contindan con el proceso de la nitrificacion
oxidando los nitritos para transformarlos en nitratos; todo el proceso se desarrolla bajo condiciones

aerobicas y en ausencia de luz (Timmons y Ebeling, 2010).

La ecuacién estequiométrica del proceso de nitrificacion se puede representar como sigue:
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NHs* +0.154 CO; + 0.038 HCO3 + 1.73 O, = 0.038 CsH;02N + 0.962 NOs™ + 0.923 H,0 + 1.924 H* (1)

Para que la nitrificacién se lleve a cabo en un RAS recién instalado, se requieren alrededor de cuatro
semanas para la maduracidn del biofiltro, durante este periodo las bacterias nitrificantes colonizan el
medio filtrante, que en forma comun consiste de particulas de plastico (Avnimelech, 2015). El tiempo de
la maduracidn del biofiltro estd influenciada por varios factores, como la temperatura, el pH y la
concentracién de compuestos nitrogenados, que estdn relacionados en forma directa con la biomasa del
cultivo (Bregnballe, 2015). Durante la primera etapa de maduracidon del biofiltro, se incrementa la
concentracién de nitrégeno amoniacal, lo que promueve el crecimiento de las bacterias Nitrosomonas y
la acumulaciéon de nitritos. Una vez que las concentraciones de nitritos aumentan dentro del cultivo, se
empezaran a desarrollar las bacterias Nitrobacter, que oxidan los nitritos, las cuales debido a su baja tasa
de crecimiento, tardan aproximadamente dos semanas en desarrollarse (Avnimelech, 2015). Durante el
tiempo en que aparecen las Nitrobacter spp., los niveles de nitrégeno amoniacal disminuyen, sin embargo,
las concentraciones de nitritos aumentan, y al igual que el nitrégeno amoniacal, estos metabolitos en
concentraciones altas pueden ser téxicos para los organismos en cultivo. Al final de la maduracién del
biofiltro, las concentraciones de nitrégeno amoniacal y nitritos son minimas, sin embargo, las
concentraciones de nitratos, que en general son menos tdxicas, aumentan y son un nutriente clave para

la proliferacidon de microalgas (Timmons y Ebeling, 2010).

Los costos de los sistemas de recirculacion son elevados, tanto en la inversion como en el modo operativo,
ademads su operacion es compleja (Avnimelech, 2006). En las ultimas dos décadas, se ha estado
desarrollando la tecnologia de Biofloc (BFT, por sus siglas en inglés), la cual ofrece la posibilidad de
mantener una buena calidad del agua dentro de los sistemas acuicolas (De Schryver et al., 2008),

reduciendo los costos de inversidn y operativos (Avnimelech, 2006).

1.1.3. Tecnologia biofloc (BFT)

El biofloc es un agregado de algas, bacterias y otro tipo de microorganismos, asociados a la materia
organica particulada como heces y alimento no consumido, los cuales forman fléculos (Crab et al., 2007;
Hargreaves, 2013; Avnimelech, 2015; Ahmad et al., 2017). Los floculados pueden contener organismos
microscopicos (Figura 1) como protozoarios, rotiferos, hongos, oligoquetos y nematodos (Kubitza, 2011;

Hargreaves, 2013). El estudio de esta tecnologia fue desarrollado por Azam et al. (1983), al describir el



4
papel de las bacterias libres en la columna de agua, que aprovechan el carbono disponible como fuente
de energia en condiciones de abundancia de nitrégeno, el cual utilizan para la sintesis de proteinas que

sustentan el crecimiento de su biomasa (Collazos-Lasso y Arias-Castellanos, 2015).

Figura 1. Microorganismos acompafiantes en los floculados en un sistema de biofloc. (A) protozoos, (B) protozoos
ciliados, (C) nematodos, (D) copépodos. (Tomada de Emerenciano et al., 2013).

La aplicacidn de este principio a la acuicultura, consiste en el control de las proporciones de carbono y
nitrogeno (C:N), lo que en forma comun conlleva la adicién de alguna fuente de carbono al cultivo (Figura
2) (Avnimelech, 1999). Bajo estas condiciones, se promueve 1) la remocion de nutrientes del agua (de los
cuales, de los cuales el nitrégeno es particularmente importante para la salud de los organismos cultivados
por sus efectos nocivos cuando se alcanzan concentraciones elevadas) y 2) el crecimiento de la biomasa
microbiana, con un importante contenido de proteinas, que puede ser utilizada como una fuente adicional
de alimento para peces y camarones (Dibello y Doassans, 2013). El beneficio de este ultimo proceso es la
reduccion de cantidad de alimento necesario para que los organismos cultivados crezcan adecuadamente
(Avnimelech, 2007). Los estudios de Ekasari et al. (2014), Bru-Cordero (2016) y Ahmad et al. ( 2017),
mencionan que una proporcion de 15:1 a 20:1 de C:N es ideal para que las bacterias heterotréficas

consuman el nitréogeno del agua de manera eficaz.
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Para aumentar la proporcién de C:N en los sistemas con BFT, se utilizan diferentes fuentes de carbono, las

mas comunes son la melaza, almiddn, glucosa y harinas de maiz y trigo, entre otras (Avnimelech, 1999;

Hari et al., 2004; Avnimelech, 2007; Crab et al., 2010; Emerenciano et al., 2013; Serra et al., 2015).
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Figura 2. Representacion esquematica de la tecnologia de biofloc. (Tomada de Crab et al.,, 2012).

En los cultivos acuicolas, generalmente hay altas concentraciones de nitrégeno en el medio, causadas por
el porcentaje de proteina incluida en el alimento, por lo que sus relaciones C:N suelen ser menores a 8:1.
Como se menciond anteriormente, la relacion adecuada sugerida para un aprovechamiento adecuado del
nitrégeno por las bacterias es una relacion C:N mayor (15-20:1). Para aumentar la relacion C:N del
alimento, es necesario afiadir una fuente externa de carbono. En el calculo de la cantidad de carbono se
toman en consideracion diferentes variables (De Schryver et al., 2008), entre las que se incluyen la
proporcién de alimento que los peces consumen diariamente con respecto a su peso corporal, los
contenidos de proteina y nitrogeno en la dieta, asi como la proporcidn de N del alimento que termina en
el agua. El resultado de esta estimacidn se corrige considerando la cantidad de carbono que contiene la

fuente de carbono que se aiadira al sistema.

En la figura 3 se ejemplifica el cdlculo de la fuente de carbono para una dieta con un contenido de 55% de

proteina.



Tasa de alimentacidn diaria (% del peso del
1.3 % pez)(Craigy Helfrich, 2002)

‘ 13 gde alimento afiadido por Kg de pez por dia ‘

i Alimento con 55% de proteina

‘ 7.15 g proteina afiadida por kg de pez por dia ‘

i 16 % de proteina es N (Craig and Helfrich, 2002)

‘ 1.144 g N anadida por kg de pez por dia ‘

En promedio 75% del N en alimento termina en el agua
(amonificaciéon del alimento no consumido + excrecién)
(Piedrahita, 2003)

0.858 g N por kg de pez por dia termina en el agua ‘

Micro-organismos necesitan una proporcion de C/N de 20:1
(Avnimelech, 1999)

g C por kg de pez por dia necesarios para eliminar el nitrégeno
17.16 amoniacal

Figura 3. Calculo esquematico de la cantidad de carbono que debera ser afiadida para la remocion de compuestos
nitrogenados en un cultivo con la tecnologia de biofloc. (Tomada de De Schryver et. al., 2008).

Las proporciones de C:N pueden ser mejor entendidas mediante la siguiente relacién estequiométrica de
las vias metabdlicas descrita por Timmons y Ebeling (2010), que considera la utilizacién del amoniaco por

la actividad metabdlica de las bacterias heterdotrofas:

NH4+ +1.18 CgH1206 + HCO3 + 2.06 O -> CsH,0O,N + 6.06 H,0 + 3.07 CO, (2)

Esta ecuacidn sefala que por cada gramo de amoniaco, se consumen 4.71 g de oxigeno disuelto, 3.57 g de
alcalinidad y 15.17 g de carbohidratos; la biomasa microbiana producida es de 8.07 g y se liberan 9.65 g
de CO; (Timmons y Ebeling, 2010). Si comparamos la ecuacidn estequiométrica de la nitrificacion (ecuacion
1) con la de las bacterias heterétrofas (ecuacién 2), se observa que la cantidad de CsH;0,N que representa

el crecimiento de biomasa bacteriana o incremento en el nimero de células, es 26 veces mayor que la
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cantidad de células bacterianas producidas por la nitrificacion. Por lo que la tasa de reproduccién de las
bacterias heterdtrofas es mayor, con un periodo de duplicacién de 30 minutos, en contraste con las 12
horas para la duplicacién de las bacterias nitrificantes (Avnimelech et al., 2015). Por lo que el control del
nitrégeno en los cultivos acuicolas mediante las bacterias heterotréficas, es mas eficaz que el control

mediante la utilizacidn de algas o por procesos de nitrificacion (Hargreaves, 2013).

El nitrogeno retirado por la accién de las bacterias heterotréficas es incluido en la sintesis de proteinas
para la formacion de nuevas células bacterianas. Estas células pueden formar fldculos de diferentes
tamanfios (2 - >3000 um) (Browdy, 2012), los cuales, dependiendo de la especie cultivada, pueden ser
consumidos por los organismos cultivados. Estos fléculos tienen una calidad nutricional adecuada para el
crecimiento y buen desarrollo, debido a su excelente composicidn nutricional, que puede fluctuar en
diferentes porcentajes, que van desde 17.2 a 53.65% y 0.46 a 7.5% para proteinas y lipidos

respectivamente (Tacon et al., 2002; Ekasari et al., 2014; Rajkumar et al., 2015; Avnimelech, 2015).

El biofloc ademads de ser una fuente de nutricidon suplementaria, tiene otros beneficios, como los efectos
positivos en el sistema inmune de los organismos cultivados. En un medio con biofloc, que contiene una
gran variedad de bacterias que estdn en contacto continuo con las especies cultivadas, hace suponer el
aumento de la actividad inmunitaria de los organismos cultivados contra las enfermedades, debido a que
el constante contacto promueve el reconocimiento de patrones y moléculas que conducen a la
estimulacién del sistema inmune (Avnimelech, 2015). Esta capacidad inmune aumentada se relaciona con
el contenido de moléculas con actividad probidtica, que pueden tener un beneficio en la fisiologia de los
peces. Ademas, la proliferacion de las bacterias del biofloc resulta en un efecto de exclusién competitiva
sobre las bacterias patogenas (Cienfuegos et al., 2017), por lo que la tecnologia del biofloc actualmente se
considera una estrategia para el control de patégenos, eliminando la necesidad de utilizar sustancias

quimicas y/o antibidticos.

1.2. Antecedentes

1.2.1. Biofloc y sus posibles afectaciones tisulares en branquias e higado

Los cultivos con tecnologia de biofloc se caracterizan por su turbiedad, debido a la materia organica que

se encuentra suspendida en la columna de agua. Los niveles altos de sélidos suspendidos pueden tener un
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efecto abrasivo en las branquias de los peces, causando cambios estructurales y estrés fisioldgico, lo que
conduce a fallas en los procesos de osmorregulacion, excrecion y transferencia de gases, lo que podria
ocasionar la muerte de los peces (Lake y Hinch, 1999; Au et al., 2004; Bilotta y Brazier, 2008). En un cultivo
de tilapia en sistemas de biofloc se observé que a concentraciones mayores de 500 mg L de sélidos
suspendidos, las branquias de los peces presentaron un engrosamiento en las extremidades distales de
los filamentos branquiales, y un engrosamiento en las lamelas branquiales debido a la acumulacién de
sangre por la ruptura de las células pilares; esta patologia se conoce como telangiactasis (Azim vy Little,
2008). Los juveniles de salmdn Oncorhynchus kisutch, expuestos a concentraciones mayores de 400 mg L
1 de sélidos suspendidos, presentaron erosidn en los filamentos branquiales, mientras que la mortalidad
se presentd a concentraciones mayores a 1000 mg L (Lake y Hinch, 1999). Au et al. (2004), estudiaron
el efecto de diferentes concentraciones de sélidos suspendidos en un cultivo de juveniles del mero,
Epinephelus coioides, y observaron que a concentraciones de 200 mg L se presentaron las menores
mortalidades (=30%), ademas de documentar diferentes patologias en las branquias, tales como

desprendimiento epitelial, adelgazamiento del grosor epitelial e hiperplasia.

Al igual que las branquias, el higado es un érgano evaluado con gran frecuencia en varios estudios debido
a que ambos son érganos en los que se refleja el efecto de la contaminacion tanto fisica como quimica del
agua, y por ende, evidencian el estado de salud de los peces. El higado tiene la funciéon de metabolizar
sustancias que son trasportadas por la sangre, por lo que la contaminacién quimica se puede ver reflejada
en este drgano. El higado de los peces también funciona como un reservorio de energia, debido a que se
almacena en forma de glucdgeno o de lipidos, por lo que su tamafio y algin cambio histolégico pueden
reflejar el estado nutricional del pez. Najdegerami et al. (2016), realizaron un estudio en la carpa comun
(Cyprinus carpio L.) cultivada en biofloc y a diferentes tasas de alimentacién diaria. En los tratamientos con
bajas tasas de alimentacidn, se observaron alteraciones histoldgicas asociadas a cambios en la morfologia
de los hepatocitos, lo que dificulté su cuantificacidn, también se observé sangrado interno en el higado, lo

cual se atribuyd a la deficiencia de nutrientes esenciales.

1.2.2. Cultivos en Biofloc

La tecnologia de biofloc ha sido aplicada cominmente a los cultivos de camardn (Hari et al., 2004; De

Souza et al., 2012; Khatoon et al., 2016; Xu et al., 2016) y se ha observado que los beneficios incluyen el
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aumento de la produccién, la reduccidn del costo de alimentacidn y la disminucién de la concentracién del

nitrégeno inorgdnico en el estanque (Hari et al., 2004).

La aplicacidn de la BFT al cultivo de peces, se ha enfocado principalmente a la Tilapia (Oreochromis spp.) y
la carpa comun (Cyprinus carpio) por ser especies omnivoras. Se ha observado que con esta tecnologia se
genera una fuente de alimento potencial para estas especies, lo que se traduce en una reduccién de la
cantidad de alimento utilizado, ademas mejora el crecimiento y la producciéon de biomasa de los peces
(Avnimelech, 2007; Azim y Little, 2008; Dibello y Doassans, 2013; Ogello et al., 2014). El incremento en el
rendimiento del cultivo se debe a la contribucién nutricional de los fléculos en los estanques, ya que puede

aportar cerca del 50% de las necesidades proteicas de algunas especies (Avnimelech, 2007).

Los estudios de la aplicacién de la BFT en otros peces, como en Piaractus brachypomous, un pez amazdnico
que se alimenta de zooplancton, insectos y pequefios crustaceos y peces (FishBase, 2017), se han realizado
con el objetivo de disminuir los altos costos de su produccién (Bru-Cordero, 2016). La BFT en estos cultivos
ha resultado en supervivencias y crecimientos aceptables, y aunque son menores que los reportados para
esta especie en sistemas de cultivo convencionales y con sistemas de recirculacion acuicola (RAS), las
densidades evaluadas en los sistemas con BFT son mayores, triplicando la densidad de organismos por m3
(Bru-Cordero, 2016; Bru-Cordero et al., 2017). Roa-Lazaro et al. (2017), estudiaron por primera vez el
desempeno reproductivo del pez dulceacuicola Prochilodus magdalenae en sistemas de cultivo con biofloc
y concluyeron que su desempefio reproductivo bajo estas condiciones fue bueno al producir gametos de

buena calidad.

Pocos estudios se han realizado fuera del contexto de los peces dulceacuicolas y de habitos omnivoros. El
estudio de un organismo eurihalino, la lisa (Mugil cephalus), de habitos omnivoros, cultivado en agua dulce
en los dos sistemas, RAS y BFT, dio como resultado un crecimiento menor con la BFT; la explicacién de esta
respuesta se relaciond con las concentraciones subletales de NAT, lo que probablemente ocasiond estrés
y mayores mortalidades (Vinatea et al., 2018). Hasta donde se tiene conocimiento son pocos los estudios
que se han realizado evaluando el efecto de la BFT en el cultivo de peces marinos. Kim et al. (2018),
estudiaron el efecto del uso de esta tecnologia en el lenguado asiatico (Paralichthys olivaceus) y reportaron
que los peces cultivados con BFT, tuvieron un mayor crecimiento comparado con los peces cultivados en
RAS. También evaluaron el hematocrito para estimar el estado de salud de los peces y no encontraron

diferencias significativas entre los dos tratamientos.
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1.2.3. Totoaba macdonaldi

La totoaba, T. macdonaldi (Perciformes: Scianidae) es un pez marino endémico del Golfo de California
(Arvizuy Chavez, 1972), de habitos carnivoros, se alimenta principalmente de crustaceos y peces (De Anda-
Montafiez et al., 2013). Es la especie de mayor tamafio de esta familia, puede alcanzar una longitud total
de 2 metros (Fischer et al., 1995) y pesar 137 kg (Cannon, 1966); es un organismo longevo, los registros
evidencian la existencia de totoabas de hasta 24 afios de edad (Roman-Rodriguez y Hammann, 1997). La
distribucidn de esta especie abarca desde la desembocadura del rio Colorado hasta el rio Fuerte, Sinaloa,
en la costa oriental del Golfo de California y del rio Colorado hasta Bahia Concepcién, Baja California en la
costa occidental (Arvizu y Chavez, 1972). Los juveniles de totoaba se distribuyen en la regidn del alto Golfo
de California, que se caracteriza por una alta turbidez, producto de las corrientes en esta zona, en donde
la visibilidad del disco Secchi, en el Delta del Rio Colorado, es de 2 cm de profundidad durante mareas

vivas y de 5 cm durante mareas muertas (Hernandez-Ayén et al., 1993; Valdez-Mufioz et al., 2010).

La totoaba se ha sobreexplotado a través de los afios. Alrededor de la década de los afios 1920, la
explotacién comercial de este organismo estaba dirigida a la exportacidon de la vejiga gaseosa seca
(conocida como “buche”), hacia China y Estados Unidos. Durante ese periodo, esta pesqueria fue la
principal causa del establecimiento y sustento de las comunidades que se dedicaron a su explotacién en
el Golfo de Santa Clara y Puerto Pefiasco en Sonora y en San Felipe, Baja California (Flanagan vy
Hendrickson, 1976). Con el paso del tiempo, debido a la sobreexplotacidn y a la degradacién de las zonas
de crianza y desove, la poblacién disminuyd. Por lo anterior, el gobierno mexicano establecio regulaciones
para la administracion de la pesqueria y para proteger las poblaciones de totoaba. Entre 1950 y 1955, se
aplicé una veda estacional en la desembocadura del rio Colorado (zona de desove); posteriormente en
1974 se declard la veda permanente y un afio después, se catalogd como especie protegida y fue incluida
como especie en peligro por Estados Unidos y la Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(IUCN, por sus siglas en inglés) (De Anda-Montanfiez et al., 2013). Para evitar el comercio internacional, en
1976, se incluyd en la Convencion Internacional del Trafico de Especies Silvestres de floray fauna en peligro
(CITES) como especie en peligro de extincién (True, 2012); pero fue hasta 1994, que el Gobierno Mexicano
catalogd a este organismo como especie en peligro de extincion (NOM-059-ECOL-2010) (Minjarez-Osorio

etal., 2012).

A partir de 1993, la Facultad de Ciencias Marinas de la Universidad Auténoma de Baja California (UABC),
inicid las investigaciones sobre la biologia de la totoaba para establecer las bases para su cultivo con fines

de repoblacion (True, 2012). Actualmente, la Direccidén de Fauna Silvestre de la SEMARNAT tiene una
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estrategia para el repoblamiento del Golfo de California con juveniles de esta especie, la cual estd
conformada por una red de centros de reproduccién y crianza de totoaba, mediante la operacion de
Unidades de Manejo para la Conservacion de la Vida Silvestre (UMA). El Centro Reproductor de Especies
Marinas del Estado de Sonora (CREMES) del Instituto de Acuacultura del Estado de Sonora, también
desarrolla un programa para la reproduccion de la totoaba y cuenta con una UMA desde el aifio 2012 para
la reproduccidn, repoblacién, investigacion y aprovechamiento extractivo de la especie (Fuente:

Www.iaes.gob.mx).

Aparte de las dos UMA mencionadas anteriormente, existe otro criadero pero comercial, el cual también
es una UMA de la empresa Earth Ocean Farms (EOF) en La Paz, la cual produce juveniles. Estos tres
criaderos, en los Ultimos anos, han liberado miles de juveniles de totoaba al Mar de Cortés. Otro gran
porcentaje de los alevines son transportados a jaulas marinas (Figura 4) para su cultivo. En estas UMAs se
aprovecha al maximo la produccién de totoaba ya que también se donan a Centros de Investigacion para
su estudio, con los cuales se tienen convenios de colaboracién. Los resultados de las UMA evidencian que

en la actualidad, la produccion de crias de totoaba esta bien desarrollada.

Figura 4. Cultivo de totoaba en jaulas marinas. (Imagen tomada por http://www.earthoceanfarms.com/es/)

1.3. Justificacion

Para que la actividad acuicola reduzca sus impactos sobre el medio ambiente y se desarrolle de manera
sustentable, es necesario la busqueda de nuevas tecnologias, capaces de aminorar los costos de
produccién, sin disminuir la biomasa de organismos producidos en las granjas acuicolas, por lo que la

implementaciéon de un sistema econdmico, de pocos componentes, sencillos, accesibles y de facil


http://www.iaes.gob.mx/
http://www.earthoceanfarms.com/es/

12
operacion, puede ayudar a reducir los costos de inversidn y operativos. La tecnologia de Biofloc ofrece una
solucidn a estas dos problematicas, sin embargo, se ha estudiado y aplicado principalmente para el cultivo
de camarones peneidos y en algunos peces dulceacuicolas de habitos omnivoros y detritivoros, mientras
gue en peces marinos hasta el momento solo se tiene un antecedente. La totoaba es un organismo marino
con potencial para cultivo, debido a que presenta altas tasas de crecimiento y facil adaptacion al cautiverio.
La totoaba hasta el momento solo se cultiva en jaulas marinas, una tecnologia poco accesible para muchos
productores acuicolas, por lo que la aplicacién de la BFT puede ser una opcién viable para su cultivo en las
granjas que actualmente son utilizadas para la camaronicultura, actividad que en los ultimos afios se ha
visto seriamente afectada por diversas patologias asociados a su cultivo, lo cual ha llevado a los
camaronicultores a buscar alternativas de produccion. Esto, aunado también al comercio potencial que
presenta la totoaba en el mercado mexicano, norteamericano y asiatico debido al gusto por su carne y por
la vejiga gaseosa, que tiene un alto valor econdmico. Por lo anterior, este cultivo podria ser una buena
alternativa al cultivo de camardn, no obstante, es un requisito evaluar si la totoaba se pueda cultivar en
condiciones similares a las del camardn, en sistemas con alta turbiedad. Por lo que este estudio evalué el
efecto de la utilizacién de la tecnologia de Biofloc en un cultivo de juveniles de totoaba con diferentes

concentraciones de floculos.

1.4. Hipétesis
A tasas de filtracion mayores del 75% del flujo maximo del agua en el sistema (330 Leh™) se produciran

menores concentraciones de biofléculos en los cultivos, los cuales mejoraran los pardmetros productivos

y no habra afectaciones tisulares en las branquias de los juveniles de totoaba.

1.5. Objetivos

1.5.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de diferentes tasas de filtracidon (concentraciones de biofléculos) en el cultivo de juveniles

de totoaba (T. macdonaldi).



13

1.5.2. Objetivos especificos

e Evaluar el crecimiento en peso, la tasa de crecimiento especifica, supervivencia, factor de
conversion alimenticia, porcentaje de hematocrito e indice hepatosomatico de los juveniles de
totoaba cultivados con biofloc y diferentes tasas de filtracion (330, 245, 160, 80 y 0 Leh) y en un

sistema de recirculacidon convencional.

e Analizar las concentraciones de nitrégeno amoniacal total, nitritos, nitratos, sélidos suspendidos
totales, sélidos volatiles totales, pH, oxigeno disuelto y alcalinidad en los cultivos con biofloc y
diferentes tasas de filtracion (330, 245, 160, 80 y 0 Leh?) y en un sistema con recirculacién

convencional.

e Analizar el estado de salud de las branquias y del higado de las totoabas cultivadas con diferentes

tasas de filtracion utilizando técnicas histoldgicas.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1. Obtencion y mantenimiento de organismos

Los juveniles de T. macdonaldi fueron donados por el Centro de Reproduccién de Especies Marinas del
Estado de Sonora (CREMES) del Instituto de Acuacultura del Estado de Sonora, ubicado en la bahia de Kino,
Sonora, México, de acuerdo con el Convenio Especifico CICESE-IAES. Los peces fueron trasladados al
Laboratorio de Peces Marinos del Centro de Investigacién Cientifica y de Educacién Superior de Ensenada
(CICESE), en Ensenada, Baja California, México y se mantuvieron en un tanque rectangular de 9 m? durante
ocho meses. Una vez pesados y contados, 72 juveniles fueron trasladados a un invernadero en el cual se
encontraba el sistema experimental, en donde se repartieron de manera aleatoria en 12 tanques,

colocando seis peces por tanque. Su peso promedio inicial por organismo fue de 469 g.

2.2. Diseio experimental

El experimento se llevd a cabo en una instalacién tipo invernadero el cual tenia como objetivo conservar
la temperatura del agua de manera homogénea en los tanques. El sistema que se construyé consté de 12
tanques (Rotoplas®) de 750 litros en los que se dispusieron seis tratamientos por duplicado. Un
tratamiento se realizd sin biofloc, utilizando un sistema de recirculacién convencional, que conté con un
filtro mecéanico y uno bioldgico (Figura 5) con un volumen de 45 L cada uno, en el cual el agua se mantuvo
sin materia residual del alimento o desechos de los organismos en el tanque y ayudd a regular las
concentraciones tdxicas de los productos nitrogenados en el cultivo. Para dimensionar dichos filtros se
siguieron las especificaciones de Timmons et al. (2009). Para la dimensién del filtro bioldgico se calculé la
cantidad de nitrégeno amoniacal total (NAT) que se produciria en el tanque a partir de la biomasa y la tasa
diaria de alimentacidn. Para este cdlculo se estimd la biomasa final del cultivo el cual se estipulé en 5
Kg/m3, debido al peso y disponibilidad de organismos. El peso final por organismo se estimé en
aproximadamente 850 g, y utilizando la tabla de alimentacidn de Orellana et al. (2014), se suministré una

tasa de alimentacidén del 1.3% del peso total del organismo. Con esos datos se utilizé la siguiente formula:

Pyar = f * PC =k % 10° (3)

Donde,
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Pnat = Produccién de nitrégeno amoniacal total (mg/L por dia)

f = tasa de alimentacién diaria (Kgaimento/dia)

PC = Porcentaje de proteina cruda (55% en este experimento)

k =0.092, es una constante

10° = conversidn de Kg a mg

Una vez que se tenia calculada la produccion de NAT se procedié a dimensionar el volumen del medio
requerido para la remocidn total de nitrégeno amoniacal total producido. En este caso se utilizd el medio
Kaldness (K1, modelo BF150B, Pentair Aquatic Eco-systems®), con el cual se estimé la inclusion de 17 L de

volumen de medio filtrante y calculado mediante la siguiente formula:

P
Vinedio = VI\;/;T * 103 (4)

Donde
Vmedio = Volumen de medio (L)

VTR = Tasa volumétrica de remocién de NAT del medio, en este caso, el medio K1 es de 140,000 mg NAT/
m? por dia (Pfeiffer y Wills, 2011)

103 = Convertirm3®alL

Para el desarrollo del filtro mecénico se tomaron como base las proporciones de volumen de medio
filtrante de un PolyGeyser Bead Filter Model DF-6, el cual contiene un 40% de medio filtrante, mientras
que el 60% se encuentra libre para los retrolavados. Debido a que se utilizd un recipiente de pldstico como

filtro, cuyo volumen fue de 40 L, el medio filtrante de particulas de plastico usado fue de 15 L.

Se evaluaron cinco tratamientos con el sistema de biofloculados. Los cuales cada uno consistido de un

tanque (Rotoplas®) de cultivo de 750 litros y un filtro mecanico de 55 L con un volumen de medio filtrante
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15 L. Este sistema se manejdé sin recambios de agua, solamente se agregd el agua perdida por la
evaporacién o por las pérdidas de agua producto de la eliminacidn de materia organica sedimentada en
los filtros, ya que diariamente se realizé un retrolavado y se limpié el fondo de los tanques con un sifén. A
los tratamientos con biofloc diariamente se les agregaron 200 mL de inéculo de bacterias y se les
suministré alimento correspondiente dividido en tres raciones por dia. La cepa de bacterias utilizada para
inocular los tanques fue proporcionada por la empresa Biodiversidad Acuicola S. A. de C.V. Siguiendo sus
recomendaciones se inocularon 100 ml de cepa bacteriana en 20 L de agua de mar filtrada, 2 L de melaza,

250 ml de vinagre de manzana, 6.20 g Urea al 46% y 2 ml de acido sulfurico al 96%.

Para mantener una proporcién de C:N 20:1, se suministré la cantidad adecuada de azlcar como sustrato
de carbdn. La cantidad de azlcar que se afiadié diariamente se calculd siguiendo el procedimiento
esquematizado en la figura 3. Los sistemas del tratamiento con biofloc contaron con un filtro mecanico
(Figura 6) que ayudd a remover fracciones de biofloculados. En estos tratamientos se manejaron cinco
niveles de flujo, con lo que se esperaba que se crearan cinco niveles de concentracion de biofléculos, los
cuales se definieron a partir de la capacidad maxima de flujo del sistema (=330 L/h). La recirculacion entre

el filtro y el tanque fue promovido mediante el método airlift (bombeo con aire) (Figura 6).
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Figura 5. Disefio experimental del sistema de recirculacién. a, salida del tanque; b, filtro mecanico; c, filtro bioldgico;
d, tubo de entrada al tanque mediante bombeo de aire (airlift).
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Figura 6. Disefio experimental del sistema con biofloc. a, salida del tanque; b, filtro mecanico; c, tubo de entrada al
tanque mediante bombeo de aire (airlift).
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Para controlar la densidad de los biofloculados en los tratamientos experimentales con biofloc, se colocé
un filtro de cama fija con capacidad para retener los sélidos suspendidos de un didmetro mayor a 50 um.
La cama de particulas de plastico fue dimensionada de la misma manera que se calculd para el sistema de
recirculacién, por lo que el filtro contenia 15 L de medio filtrante. Los flujos que se obtuvieron a partir del
flujo méximo proporcionado por el sistema se muestran en la tabla 1. Para mantener en constante
movimiento el agua de cultivo y evitar que se sedimentara la materia organica, cada tanque contaba con
dos piedras difusoras de aire (modelo AS15s, Pentair Aquatic Eco-systems®). El bioensayo bajo estas

condiciones tuvo una duracién de 89 dias.

Tabla 1. Flujos de agua en los tratamientos experimentales durante el cultivo de totoaba.

Tratamiento Flujo (L/h) No. de vueltas del Sistema / dia
Tras =115 3.7
T100 =330 10
Tss = 245 7.5
Tso = 160 5
T = 80 2.5
To Sin flujo Sin filtraciéon

2.3. Parametros de calidad del agua
2.3.1 Parametros fisicoquimicos

Diariamente se midio la concentracion de oxigeno disuelto (mg/L), porcentaje de saturacion de oxigeno
disuelto, la temperatura (°C) y la salinidad con un analizador multipardmetro (YSI modelo 85) directamente

en el tanque de cultivo. El pH se midié con un potenciémetro (ThermoOrion® modelo 230 021A).

Semanalmente se determind la alcalinidad (mg/L CaCOs) mediante la técnica de titulacion descrita por
APHA et al. (1995). Brevemente, se tomaron muestras de 35 ml de los diferentes tratamientos, a las cuales
se les afiadié 1 ml del indicador verde-bromocrezol y rojo-metilo (50 mg de verde-bromocrezol y 10 mg de
rojo-metilo, diluidos en 50 mL de etanol al 95%). Una vez que la muestra tomd una coloracion azul, se

procedio a la titulacion con acido sulfarico (H,SO4, 0.02 N) mediante goteo utilizando una bureta graduada;
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se llevd un registro de la cantidad da acido utilizado para posteriormente determinar la alcalinidad
mediante la siguiente ecuacion:

AxNx50 000

ALK = — (5)

mL muestra

Donde,

ALK = Alcalinidad (mg/L de carbonato de calcio [CaCOs])

A =mL del acido usado en la muestra

N = Normalidad del acido

Dos veces a la semana (martes y viernes) se cuantificé la concentracion de compuestos nitrogenados en
cada tanque. Para cuantificar el nitrégeno amoniacal total (NAT), se tomaron muestras de agua de cada
tanque y con el objetivo de evitar interferencia en la medicién por espectrofotometria, se centrifugaron
1.5 ml de cada muestra en una centrifuga (Modelo Galaxy 7D, marca VWR™) a 5,000 RPM durante cinco
minutos para separar la muestra de agua de la materia suspendida (floculados). Las muestras de agua sin
solidos se analizaron siguiendo el método estandar de azul de indofenol descrito por Solorzano (1969),
cuyo principio es que en un medio alcalino (pH 12) todo el amonio se convierte en amoniaco, obteniéndose
un compuesto denominado azul de indofenol, la concentracién de este producto se midid en un
espectrofotdmetro (modelo Varioskan Flash, marca Thermo Scientific) a una longitud de onda de 640 nm.

Se cuantificaron los nitritos (NO;’) y nitratos (NOs’) mediante el kit comercial de la marca APl (USA).

Para cuantificar los sélidos suspendidos totales (SST), se utilizo el método estandar de APHA et al. (1995).
Se filtraron 15 mL de muestra de agua de los tanques de cultivo utilizando una bomba de vacio en filtros
de fibra de vidrio (Whatman GF/C) previamente incinerados y pesados. Estos filtros con la muestra se
secaron en una estufa (modelo: oven series 9000, marca Thermolyne) a 105 °C. Los filtros se colocaron en
un desecador para posteriormente ser pesados en una balanza analitica (modelo FR-200, marca AND)
hasta obtener su peso constante. Los sélidos suspendidos totales fueron determinados con la siguiente

formula:

(A-B)*1000
mL muestra

SST = (6)
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Donde,

SST = Sélidos suspendidos totales (mg/L)

A = Peso del filtro + muestra seca (g)

B = Peso del filtro (g)

Los sélidos volatiles totales (SVT) se cuantificaron incinerando a 550 °C, las muestras (filtradas y secas)
utilizadas anteriormente en los SST, en una mufla (modelo: F30430CM, marca: Thermolyne).
Posteriormente se pesaron y por la diferencia con respecto al peso seco total (de SST) se obtuvo el peso

de los SVT (APHA et al., 1995).

Para medir volumétricamente el biofloc se utilizaron conos de Imhoff, en los cuales se tomé una muestra
de 1 L de cada tratamiento y se dejo reposar por una hora, para después cuantificar el volumen de los
solidos sedimentables dentro del cono. Ademads, se observd y se cuantificd la transparencia del agua de
cada tanque de cultivo introduciendo un disco de Secchi, con el que se midié la profundidad a la que el

disco dejd de ser visible.

2.4. Alimentaciéon y monitoreo de totoabas

Las totoabas fueron alimentadas con una dieta formulada para peces marinos de la marca Skretting, de 7
mm de didmetro y con 55% de contenido proteico. El alimento se pesaba antes de ser suministrado a los
peces, y después de una hora se retird el que no consumieron para llevar a cabo un mejor control de
alimentacién y poder calcular el factor de conversién alimenticia. Los organismos durante todo el periodo

de cultivo se alimentaron tres veces al dia.

El andlisis biométrico de las totoabas se realizd cada 14 dias, registrando el peso con una balanza Ohaus
Adventurer Pro AV2101 y la longitud patrén se mididé con un ictidmetro de Aquatic EcoSystems Inc. Con
las medidas de la longitud total se describié el crecimiento, se calculd el incremento total de peso y

longitud (ecuacidn 7) y se calculé la tasa especifica de crecimiento en peso (ecuacidn 8), que corresponde
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el aumento porcentual en tamafo o peso por dia; este indice es Util cuando se comparan grupos de peces
en experimentos a corto plazo (Lugert et al., 2016). Se estimd el estado de condicién de las totoabas
mediante el indice de Fulton (K) (ecuacidn 9). La supervivencia se cuantificd diariamente restando el
numero de peces muertos del nimero de peces sembrados inicialmente en cada estanque (ecuacion 10).
El factor de conversion alimenticia aparente (FCA) de los juveniles de totoaba, se calculé como el cociente

del alimento suministrado expresado en gramos y el peso ganado (ecuacién 11).

Incremento de peso:

Incremento de peso = Peso final — Peso inicial (7)

Tasa de crecimiento especifico (TCE) en peso:

In peso final— 1n peso inicial N

TCE =

100 (8)

dias de cultivo

indice de condicién:

K = 100 * Peso (g)

Longitud3 (cm)

Supervivencia:

No. Org. final

. . cop) — _No. Org. final
Supervivencia (%) = 1— org. nicial 100 (10)

Factor de conversidn alimenticia (FCA):
FCA = Alimento consumido (g) (11)

Peso ganado (g)
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2.5. Obtencion de muestras para establecer el estado de salud de las totoabas

2.5.1. Hematocrito

Para conocer el estado de salud de los organismos y debido a que se observé un bajo consumo de alimento,
se realizd un muestreo de sangre al finalizar el experimento (dia 89). Se obtuvo una muestra de 1 ml de
sangre de cada organismo, realizando una puncién en la vena caudal del pez con una jeringa desechable
(3mL) y aguja de 22Gx32 ml. Las muestras se colocaron en tubos microtainer pedidtrico con anticoagulante
(EDTA K3), posteriormente se utilizaron tubos capilares para hematocrito, los cuales se llenaron hasta %
partes y se sellaron con plastilina en un extremo. Los capilares se colocaron en una centrifuga para
microhematocrito (modelo CT-2900, marca Adams Clay), se centrifugaron durante 10 minutos y se
procedio a leer en un lector para microhematocrito (modelo A-2970, marca Adams Clay). Los resultados

se expresaron en porcentaje.

2.5.2. indice hepatosomatico (IH)

Al final del experimento, una vez que se pesaron y midieron los organismos, se realizé la diseccidn de cada
pez para extraer el higado y obtener su peso en una balanza analitica (modelo FR-200, marca AND). El
indice hepatosomatico se utilizd6 como proxi para poder comparar las reservas de energia de los peces
entre los tratamientos. Este indice se obtuvo con la siguiente ecuacién:

Peso del higado

IH = « 100 (12)

Peso corporal

2.5.3. Muestras histoldgicas

Las totoabas fueron sacrificadas siguiendo las especificaciones de bienestar animal de la OIE (2012).
Posteriormente, se disecaron el primero y segundo arco branquial izquierdo y derecho de cada pez y se
examinaron con la ayuda de un microscopio estereoscopico (Olympus, modelo SZ61), con un aumento de
40x para evaluar cualitativamente el dafo fisico de las branquias. A continuacidon la muestra de las
branquias se colocaron en solucién fijadora de Davidson. Una vez fijadas, fueron descalcificadas con una

solucidn preparada con 100 mL de acido férmico y 50 mL de formaldehido, aforado a un litro. Este proceso
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durd 10 dias. Una vez descalcificadas, se colocaron en alcohol al 75% para su andlisis histoldgico siguiendo
la técnica estandar de inclusién en parafina. Se hicieron cortes de 5 um de espesor en un micrétomo semi-
motorizado (modelo RM2245, marca LEICA Microsystems) y se tifieron con hematoxilina-eosina. Las
laminillas histoldgicas se observaron al microscopio compuesto (Olympus, modelo CX31) para evaluar y

describir las alteraciones histoldgicas.

Para la evaluacién semicuantitativa de las alteraciones histoldgicas se calculé un indice de dafio en
branquias utilizando el criterio de Poleksic y Mitrovic-Tutundzic (1994), en el cual se consideran 26 tipos
de lesiones branquiales, a las cuales se les asigna un valor dependiendo de las diferentes etapas de la
lesion (tabla 2). Estos valores se suman y agrupan de acuerdo a la etapa de la lesidn, utilizando la siguiente

formula:
I=X12,a,+10 ¥, b; + 10232, ¢ (13)
Donde,
| = Es el indice del grado de alteracion en una branquia
a = Primera etapa de lesién
b = Segunda etapa de lesidn
¢ = Tercera etapa de lesion

Una vez obtenido el indice del grado de alteracion en la branquia (ecuacién 13), se observa la escala para
el valor del indice de alteraciones y se concluye. La escala de valores para el indice () y los efectos

asociados es la siguiente:

Valores del indice Efectos

0-10 Branquias funcionalmente normales

11-20 Branquias de leve a moderadamente dafiadas
21-50 Branquias de moderado a fuertemente dafiadas

>100 Branquias irreparablemente dafiadas
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En forma adicional, para cuantificar la intensidad de las alteraciones por organismo y de cada tratamiento,
se seleccionaron al azar 10 campos en la laminilla histoldgica para cada muestra de branquia, y se registré

el nimero total de alteraciones por campo.

Tabla 2. Lista de lesiones branquiales establecidas por Poleksic y Mitrovic-Tutundzic (1994).

Etapa

a) Hipertrofia e hiperplasia del epitelio branquial

Hipertrofia del epitelio respiratorio I
Elevacién de las células epiteliales respiratorias I
Infiltracidn de leucocitos en el epitelio branquial I
Adelgazamiento del epitelio branquial I
Ruptura y descamacién del epitelio lamelar Il

Hiperplasia focal de células epiteliales I
Hiperplasia desde la base hasta aproximadamente la mitad de la longitud de las lamelas
secundarias I

Hiperplasia irregular de células epiteliales I
Fusidn de puntas de lamelas secundarias I
Hiperplasia en células eosinofilicas I
Fusion de puntas de laminillas primarias I
Engrosamiento incontrolado de tejido epitelial Il
Fusidn de varias lamelas secundarias I
Acortamiento de lamelas secundarias I
Fusién completa de todas las lamelas secundarias Il

(b) Cambios en células mucosas y/o células de cloruro

Hipertrofia e hiperplasia de células mucosas I
Células mucosas vacias o su desaparicion I
Hipertrofia e hiperplasia de células del cloruro I
Células del cloruro presente en lamelas secundarias I

(c) Cambios en los vasos sanguineos

Telangiectasis lamelar I
Aumento de los vasos sanguineos de filamento I
Hemorragias con ruptura del epitelio Il
Estasis Il

(d) Presencia de parasitos I
(e) Etapas terminales

Tejido cicatrizado- fibrosis I
Necrosis 11
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2.6. Analisis estadistico

Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre las diferentes variables de respuesta (crecimiento,
supervivencia, TCE y FCA) de los juveniles de totoaba, se aplicé un analisis de varianza de una via (ANOVA)
con un nivel de significancia de a = 0.05. Para identificar las diferencias entre tratamientos, se realizd una
prueba a posteriori de Tukey. Los andlisis se realizaron después de confirmar que los datos cumplian los
supuestos de normalidad (prueba de Shapiro-Wilk) y homogeneidad de varianza (prueba de Levene). Los
datos que no cumplieron con la normalidad y homogeneidad de varianza después de las transformaciones,
se analizaron con un ANOVA no paramétrico de Kruskall-Wallis. Los datos porcentuales se transformaron
con la funcion arcoseno antes del analisis estadistico (Zar, 2010). Todos los andlisis estadisticos se hicieron

con el programa Statistica® 10.
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Capitulo 3. Resultados

3.1. Parametros fisicoquimicos

El oxigeno no presentd grandes variaciones en cada tratamiento (tabla 3) durante los dias del cultivo. Las
diferencias significativas (p < 0.05) se encontraron entre los tratamientos con el sistema de recirculacion
y los tratamientos con biofloc. El tratamiento con la mayor concentracién promedio de oxigeno fue el de
recirculacidn (Tras), con 5.45+0.69 mg/L. Entre los tratamientos con biofloc no se encontraron diferencias

significativas (p > 0.05).

La temperatura se mantuvo en las condiciones adecuadas para el crecimiento de la totoaba, sin embargo,
se presentaron diferencias significativas (p < 0.05) entre los diferentes tratamientos. En el tratamiento
Tras, T7s ¥ Tas se registraron las temperaturas mas bajas, con 23.85+1.61, 23.9741.52 y 24.35+1.57 °C,
respectivamente. El tratamiento que registro la temperatura mas alta fue el To con 25.74+1.41 °C (tabla

3).

La salinidad se mantuvo alrededor de 35 ups (tabla 3), sin embargo, existieron diferencias entre los
tratamientos (p < 0.05). El tratamiento con la salinidad promedio mas alta fue el To, el cual registré una
salinidad de 36.02+0.86 ups, mientras que los tratamientos con las salinidades promedio mas bajas fueron

el Tras y T7s con 35.23+0.57 y 35.1+0.55 ups, respectivamente.

El pH se mantuvo estable en cada uno de los tratamientos durante todo el cultivo (tabla 3), sin embargo,
entre el tratamiento de recirculacion y los tratamientos con biofloculados hubieron diferencias
significativas (p < 0.05). En el Tgas se registré el mayor pH promedio, con un valor de 7.97+0.14. Los
tratamientos con biofloc no tuvieron diferencias (p > 0.05) entre ellos, el intervalo registrado de pH fue de

7.36 a 8.15.

La alcalinidad también se mantuvo constante en los diferentes tratamientos, y como era de esperarse las
concentraciones mas bajas de carbonatos se presentaron en el tratamiento con el sistema de recirculacion
(tabla 3), el cual tuvo una concentracién promedio de 107.21+7.70 ppm CaCOs. Debido a que las
concentraciones no fueron menores a 100 ppm CaCOs, no fue necesaria la adicién de carbonatos al
sistema. La concentracién de CaCOs en Tras fue diferente (p < 0.05) con respecto a los tratamientos con
biofloc, donde las concentraciones fueron de 146.30+4.32, 133.93+4.89 y 145.66+3.17 ppm CaCO3 para
los tratamientos Tigo, T7s ¥ Tas, respectivamente. Los tratamientos con concentraciones mayores de

alcalinidad fueron el Tso y Tocon 164.242.95 y 176.86+9.49 ppm CaCOs respectivamente.



Tabla 3. Pardmetros de calidad de agua en los diferentes tratamientos del cultivo de Totoaba macdonaldi. Media * DS.

Tras T1o00 T7s Tso Tas To
Oxigeno Disuelto (mg/L) 5.45+0.69° 4.87+0.57° 5.04+0.62° 4.91+0.62° 4.84+0.68° 4.86+0.52°
% SAT Oxigeno Disuelto 81.08+9.61° 73.74+7.66° 74.6+8.18° 74.8+8.6° 71.94+9.13° 74.96+7.44°
Temperatura (°C) 23.85+1.61° 24.92+1.51° 23.97+£1.52° 25.16+1.39° 24.35+1.57° 25.74+1.41°
Salinidad (ups) 35.23+0.57° 35.73+0.57* 35.1+0.55° 35.59+1.09° 35.92+.84b¢ 36.02+0.86°
pH 7.97+0.14° 7.7620.15" 7.78+0.18b 7.830.14% 7.730.18 7.6840.19°
Alcalinidad 107.21+7.70° 146.30%4.32° 133.93+4.89° 164.2+2.95°¢ 145.66+3.17° 176.86+9.49¢
NAT (mg/L)* 2.3440.51° 0.32+0.37° 0.44+0.43b 0.36+0.46" 0.59+0.61 0.99+0.67"
NAT (mg/L)** 0.35+0.14° 0.21+0.13° 0.11+0.11° 0.20+0.19° 0.43+0.32° 1.45+0.69°7
NO; (mg/L)*** 1.45+0.86° 0.0+0.0° 0.0+0.0° 0.0+0.0° 0.0+0.0° 0.0+0.0°
NO;3 (mg/L)**** 717.86+166.90° 0.0+0.0° 0.0+0.0° 0.0+0.0° 0.0+0.0° 0.0+0.0°

28

* Promedio antes de la maduracién del biofiltro del sistema de recirculacién cerrado (antes de la semana 7).

** Promedio después de la semana 7 de cultivo, una vez que aparecieron las bacterias oxidantes del NAT (biofiltro maduro).

*** Promedio de la semana 7 ala 9, después de la aparicidon de las bacterias Nitrosomonas y antes de la colonizacién de las Nitrobacter.
**** Promedio calculado a partir de la semana 8, donde se incrementa las concentraciones de NOs™ debido a la maduracién del biofiltro.
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3.1.1 Nitrégeno Amoniacal Total, Nitritos y Nitratos

En el tratamiento con el sistema de recirculacion se mantuvieron elevadas las concentraciones de
nitrégeno amoniacal total (NAT) en las primeras semanas de cultivo, debido a que el biofiltro no tuvo un
periodo de maduracidn necesario (i.e., ocho semanas) previo al experimento. El calculo del promedio de
la concentracién del NAT para este factor se dividié en dos periodos: 1) Antes de la maduracién del
biofiltro, donde aun no se desarrollaban las bacterias Nitrosomonas que oxidan el nitrégeno amoniacal
(NA) a nitritos (NOy), 2) Después de la fijacidon de las Nitrosomonas, el NAT disminuyd y aumenté la

concentracion de NO;'.

La concentracién promedio de NAT en el Tgras, durante las primeras siete semanas de cultivo (periodo
anterior a la maduracion) fue de 2.34+0.51 mg/L de NAT*, siendo mayor que en los tratamientos con
biofloculados (p < 0.05) (tabla 3). Las concentraciones de NAT en los tratamientos con biofloc, durante el
mismo periodo no presentaron diferencias (p > 0.05) y los valores fueron de 0.32+0.37, 0.44+0.43,

0.36+0.46, 0.59+0.61 y 0.994+0.67 mg/L de NAT, para T100, T7s, Tso, T2s ¥ To respectivamente.

En el periodo posterior a la maduracion del biofiltro del Tras, la concentracion de NAT de los tratamientos
disminuyd. Las concentraciones para los tratamientos Tras, Tico, T7s, Tso Y T2s fueron de 0.3510.14,
0.21+0.13, 0.11+0.11, 0.20£0.19 y 0.43%0.32 mg/L de NH4", respectivamente, los cuales no presentaron
diferencias (p > 0.05). Sin embargo, la concentracién de NAT en el tratamiento To fue mayor (p < 0.05), con

una concentracion de 1.45+0.69 mg/L (Figura 7).

En los tratamientos con biofloculados no se detectaron concentraciones de nitritos y nitratos. En el Tgas,
los NO; se registraron entre las semanas 3 y 4 de cultivo, con la maxima concentracién en la semana 6
(2.29 mg/L de NOy), posterior a esa semana y hasta el final del cultivo, la concentracidén disminuyé a
0.3440.19 mg/L de NOy. Una vez que la concentracion de NO, disminuyd en la semana 6, se pudo
cuantificar la presencia de nitratos (NOs’), los cuales aumentaron hasta alcanzar una concentracién de 800

mg/L de NOs™ (Figura 8).



30

4 -
3.5 -
3 | —— Tioo
% —4— Tys
g 25 1 Tso °
I<T
z 2] —#— Tas . o °
E —a— To
E 1.5 A
2

0.5 A

Figura 7. Concentracion promedio del nitrégeno amoniacal total (NAT) durante el cultivo de totoaba en los diferentes
tratamientos de tasa de filtracidn con el biofloc.
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Figura 8. Concentracion promedio del nitrégeno amoniacal total (azul), nitritos (rojo) y nitratos (verde) durante el
cultivo de totoaba en el tratamiento con sistema de recirculacion.
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3.1.2. Mediciones del Biofloc

La cuantificacion volumétrica de los sélidos suspendidos y/o biofloculados realizada con el cono Imhoff
(Figura 9), mostré que no estuvieron presentes en el tratamiento con el sistema de recirculacion
convencional. Los tratamientos Tigo Y T7s con biofloculados no tuvieron diferencias (p > 0.05) con respecto
al Tras, el volumen fue de 0.06+0.17 y 0.08+0.25 ml/L respectivamente. El mayor volumen de biofloculados
se observd en el Tso, con 344.67+24.36 ml/L, el cual fue diferente estadisticamente del resto de los

tratamientos (p < 0.05) (Tabla 4).

En cuanto a la transparencia medida por medio del disco Secchi, el Tras presentd la mayor transparencia,
con 51.7846.41 cm, la cual difiere significativamente del resto de los tratamientos (p< 0.05). Los
tratamientos con biofloculados no presentaron diferencias entre ellos (p > 0.05), con una transparencia
de 8.81+6.41,11.19+4.43, 12.00+4.24, 13.47+1.98 y 10.94+4.39 cm para los tratamientos Tigo, T7s, Tso, T2s Y

To, respectivamente.

Figura 9. Cono Imhoff con muestras reposadas durante una hora de los diferentes tratamientos a 85 dias del cultivo.
En Tso se observan fléculos sedimentables (flecha); en To se observan granulos de biofloc, compactos y mas densos
(punta de flecha).
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Tabla 4. Valores promedio de las medidas del volumen de biofléculos, transparencia, sélidos suspendidos totales
(SST) y sélidos volatiles totales (SVT) en el cultivo de Totoaba macdonaldi. Media + DS. En SST y SVT se presentan los
valores minimos y maximos que corresponden al inicio y al ultimo dia del cultivo.

Tras T1o00 T7s Tso Tas To
Volumen de
biofléculos 0.0+0.0? 0.06+0.17° 0.08+0.25° 344.67+24.36° 3.64+1.08°® 113.11+38.8°
(ml/L)

Transparencia
P 51.78+6.41° 8.81+6.41° 11.19+4.43° 12.00+4.24° 13.47+1.98° 10.94+4.39°

(cm)

SST (g/L) 1.66+0.85  2.74%0.95 2.91+1.4  2.65+1.83 2.16+0.69  2.87+1.28
(min.-max.) (0.25-2.58) (0.91-3.82) (0.85-4.56) (0.82-5.36)  (0.60-2.84) (0.75-4.40)
SVT (g/L) 0.87+0.56  1.55%0.73 1.77#1.19  1.66+1.25 1.20+0.57  1.90+1.08
(min.-max.) (0.10-1.66)  (0.39-2.50) (0.31-3.17) (0.56-3.26)  (0.38-1.94) (0.42-3.46)

3.2. Caracterizacion de los cultivos

Diariamente los tratamientos con biofloc eran inoculados con bacterias heterétrofas, sin embargo, a través
del tiempo, los tratamientos fueron desarrollando diferentes caracteristicas en cuanto a los floculos,

potencialmente influenciado por los diferentes flujos que se fijaron en cada tratamiento.

En el tratamiento Tras se presentd un afloramiento de microalgas (Figura 10 A), se tomd una muestra de
agua y se observaron microalgas con un tamafio entre 1y 2 um (Figura 10 D). En cuanto a Tigo, T7sy Tso €l
proceso de sedimentacién indicd que en esos tres tratamientos no se formaron fléculos sedimentables, el
agua de esos tratamientos solo mostraba la coloracién marrén del biofloc (Figura 10 B), de estos tanques
se observaron muestras de agua al microscopio y se observaron fléculos pequeros (Figura 10 E y F).
También se encontraron microorganismos en estos tratamientos, principalmente ciliados (Figura 10 G).
Estos tratamientos se caracterizaron tanto al tacto, como en forma visual, ya que el agua tenia una
apariencia viscosa. En Ty y To, se formaron fléculos sedimentables, como se observa en los conos Imhoff
(Figura 9), la apariencia del agua no era viscosa y se observaba de una coloracién marrén oscuro (Figura
10C). Las observacion al microscopio de estas muestras de agua reveld la presencia de granulos
bacterianos, con fléculos de mayor densidad y una mayor biodiversidad de microorganismos, con una gran

variedad de ciliados, nematodos, amibas y platelmintos, entre otros (Figura 10 He I).
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40 Um 40 um

Figura 10. Caracteristicas generales de los tratamientos. A) Tras, coloracién verde debido a la proliferacién de
microalgas; B) Ts, coloracion café claro y de consistencia viscosa; C) To coloracion oscura, con granulos bacterianos;
D) Muestra de Tras (100x), microalgas; E) Muestra del T75 (20x,), fléculos; F) Muestra del T100 (20x), fléculos; G) Muestra
del T7s (100x), ciliado; H) Muestra del To (4x), Granulos bacterianos, copépodo (flecha); I) Muestra del To (40x),
platelminto y nematodo (flecha).
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3.3. indice hepatosomatico

Para calcular el indice hepatosomatico, las muestras del higado se obtuvieron al final del experimento, una
vez que se sacrificaron los peces (en Tso no habia organismos vivos). El indice hepatosomatico fue mayor
en el Tras, (p < 0.05) con respecto a los tratamientos con biofloc, mientras que entre estos ultimos no se
observaron diferencias (tabla 5). En la figura 11 se observa la diferencia del tamafio del higado entre un
organismo del Trasy un ejemplar de los tratamientos con biofloc (Tss), donde se observa una marcada

reduccion del tamafio de este érgano en los peces que fueron cultivados con biofloc.

Tabla 5. Valores promedio y desviacidn estandar del indice hepatosomatico de las totoabas cultivadas con biofloc y
en un sistema de recirculacidn convencional. En paréntesis se muestra el valor minimo y maximo.

Tras T100 T7s Tso Tas To
0.83+0.242 0.53+0.11° 0.53+0.09 SD 0.60+0.14" 0.60+0.16"°
(1.35-0.60) (0.71-0.37) (0.60-0.41) (0.83-0.42) (0.93-0.37)

SD, Sin dato

Figura 11. Muestras de higado de dos ejemplares de diferentes tratamientos. A) Ejemplar de Tras se observa un
higado sano y con un tamafio normal (flecha). B) Ejemplar de T7s donde se observa el higado reducido (circulo).
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3.4. Analisis histologicos

3.4.1. Higado

El higado de los peces cultivados en Tgras se considerd como un control para establecer el estado de salud
del érgano con respecto a las totoabas cultivadas con biofloc. En el higado de las totoabas en Tgas, los
hepatocitos tenian un mayor tamafo, eran redondos, y tenian vacuolas de lipidos (Figura 12A). Ademas

se observé el desplazamiento del nucleo de los hepatocitos hacia la periferia (Figura 12B).

En las muestras de los higados de los organismos cultivados en biofloc se observé una reduccidn de tamaiio
de los hepatocitos, en los cuales no se observaron depdsitos de lipidos (Figura 12 Cy D) y el nucleo se
ubicé en el centro del hepatocito (Figura 12D). Fue evidente la disminucién del area de tejido hepatico y

el aumento de la proporcién del tejido pancreatico (Figura 12C).

En los vasos sanguineos del higado de los peces de Tras se observd un predominio de eritrocitos, mientras
que los higados de los organismos cultivados con biofloc, mostraron células con un nucleo tefiido
intensamente (Figura 12E), lo que podria indicar un aumento de leucocitos en la sangre y una respuesta

del sistema inmune.



3.4.2. Branquias

3.4.2.1. Analisis en fresco

Figura 12. Muestras histoldgicas de higado de
totoaba con la tincidn de Hematoxilina-eosina. A)
Higado control (Tras), se observan los hepatocitos
con vacuolas de lipidos, tejido pancreatico
(flecha) y un vaso con eritrocitos (cabeza de
flecha); B) Hepatocitos con desplazamiento del
nucleo hacia la periferia (flecha) en una totoaba
de Tras; C) Higado de un organismo cultivado en
biofloc, se observa una disminucién de tejido
hepdtico por la disminucion de tamafio de
hepatocitos y se observa mds tejido pancreatico
(flecha); D) Hepatocitos con nucleo central; E)
Vaso sanguineo con eritrocitos y leucocitos.

De manera general, las branquias de las totoabas cultivadas en los tratamientos con biofloc (Figura 13 B,

Cy D) se encontraban con un mayor grado de alteracién en comparacion con las branquias de las totoabas
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del Tras (Figura 13 A). Entre las alteraciones mas conspicuas en los peces cultivados con biofloc, se observé
telangiectasia branquial (Figura 13 B, C y D), filamentos erosionados (ausencia de lamelas) e inclusive de

manera visual se apreciaba disminucion del tamafio del filamento branquial (Figura 13C).

Figura 13. Muestras en fresco de branquias de totoaba observadas en el estereoscopio. A) Branquia sana de un
ejemplar del Tras. B) Telangiectasias en los extremos de las lamelas (flecha) en una branquia en el To. C) Filamento
branquial de un ejemplar del T7s sin lamelas, con erosién lamelar. D) Branquia con un alto grado de alteraciones, con
telangiectasia y lamelas con aparente rompimiento del epitelio de peces del Tas.

3.4.2.2. Histologia de branquia

En el presente estudio se identificaron 18 tipos diferentes de alteraciones en las branquias de las totoabas,
de las cuales 14 fueron alteraciones en la primera etapa y 4 fueron alteraciones de la segunda etapa con
base en la clasificacidn propuesta por Poleksic & Mitrovic-Tutundsic (1994). Las alteraciones mas comunes
en las muestras fueron: telangiectasia, hipertrofia de las células epiteliales, desprendimiento epitelial, la

hiperplasia focal de las células epiteliales en lamelas y la fusidn total de las lamelas (Figura 14 B, D, E y H).
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En los peces del Tras se encontraron 7 alteraciones en la primera etapa, siendo telangiectasia la mas

comun. En las branquias analizadas no se encontré tejido cicatricial ni fibrosis.

Utilizando los criterios descritos por Poleksic & Mitrovic-Tutundsic (1994), las branquias analizadas tenian
alteraciones leves que posiblemente no comprometia su funcién. No se encontraron diferencias
significativas (p > 0.05) en este indice de alteraciones, entre el Tras y los tratamientos con biofloculados
(tabla 6). Sin embargo, en los tratamientos con biofloculados, las alteraciones se presentaron con una
mayor incidencia a lo largo de toda la branquia, mientras que en los organismos de Tras el drea alterada

de la branquia era menor.

Las branquias de los peces del tratamiento Tso que habian muerto se procesaron para histologia y se
encontraron varias de las alteraciones descritas para los otros tratamientos e incluso se observé necrosis,
sin embargo, este tejido puede haberse deteriorado por el tiempo que llevaban los organismos muertos
en el tanque por lo que no se consideré para el analisis estadistico. La mortalidad de este tratamiento se
atribuye a la proliferacidn de un parasito del género Amyloodinium (Figura 14 ). Este parasito se observd

también en el To.

Tabla 6. Valores promedio y desviacién estandar del indice de alteraciones en las branquias de totoaba cultivada en
sistemas de recirculacidn y con diferentes concentraciones de biofléculos. En paréntesis se muestra el valor minimo
y maximo.

Tras T100 Tzs Tso Tas To
6.0+1.0 13.33+6.81 13.33+7.57 SD 10.0+1.0 11.33+1.53
(5.0-7.0) (8.0-21.0) (8.0-22.0) (9.0-11.0) (10.0-13.0)

SD Sin dato.



Figura 14. Muestras histoldgicas de branquia de totoaba con la tincién de Hematoxilina-eosina. A) Branquia sana (Tras); B) hipertrofia de células epiteliales (cabeza
de flecha) y desprendimiento del epitelio respiratorio (flecha); C) ruptura del epitelio lamelar (flecha) e hiperplasia de la base de la mitad de la lamela (cabeza de
flecha); D) hiperplasia focal de células epiteliales; E) fusién lamelar y de dos filamentos; F) hipertrofia de célula de cloruro; G) telangiectasia (flecha); H) hemorragia

con ruptura del epitelio (cabeza de flecha), eritrocitos (flecha); |) Parasito Amyloodinium (flecha) en el Tso.

39
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3.5. Crecimiento, supervivencia y FCA

El peso promedio inicial de las totoabas fue de 469.33+66.31 g y durante el cultivo, el cual tuvo una
duracidén de 89 dias, los organismos tuvieron un crecimiento dependiente del tratamiento. Los peces del
sistema de recirculacidon (Tras) tuvieron el mayor peso promedio de 867.58196.91 g y difiere

significativamente (p < 0.05) del registrado en los organismos cultivados con Biofloc (Tabla 7).

Entre los tratamientos con Biofloc también se encontraron diferencias (p < 0.05) en el peso promedio final
de los peces. En el tratamiento con la tasa maxima de recambio (Ti00) se obtuvo el menor crecimiento
(492.70+54.84 g), mientras que entre los tratamientos con biofloc T7s, T2sy To, no se encontraron diferencias
(p > 0.05) en el crecimiento de las totoabas, con pesos promedio de 510.75+131.2, 650.67+44.63 vy
586.58+85.43 g respectivamente (Tabla 7).

En la figura 15 se muestra la tendencia del crecimiento en longitud para cada tratamiento, en la cual se
observa que Tras tiene un crecimiento casi exponencial, mientras que los peces de los tratamientos con
biofloculados, tuvieron el menor crecimiento durante los 89 dias del cultivo comparado con el de
recirculacién. En el Tso se observd que antes de que los organismos murieran (dia 74) existié una pérdida

de peso que se registré después del dia 56.

La mayor biomasa final se registrd en el Tgras, con 6.94+0.43 kg/m?3, siendo diferente a la obtenida en los
tratamientos con biofloc (p < 0.05). Para los sistemas con biofloc se registraron biomasas de 3.62+0.56,
1.87+1.84,2.60+0.29 y 4.69+0.29 Kg/m?3 para los tratamientos Tioo, T7s, T2sy Torespectivamente. La biomasa

referida estd influenciada por la supervivencia en cada tratamiento.

El indice de condicidn no presentd diferencias entre los tratamientos, aunque parece tener una tendencia
en la cual el Tras s levemente mayor con un indice de 1.49+0.11, mientras que los tratamientos con biofloc

son de 1.33+0.15, 1.46+0.36, 1.33+0.12 y 1.34+0.13 para Tiao, T7s, T2s ¥ To, respectivamente.

En relaciéon con la supervivencia, se observd que en el tratamiento Trasy To fue del 100%; en los
tratamientos Ti0 ¥ T7s se obtuvo una supervivencia del 92 y 33% respectivamente, sin embargo, la
mortalidad no se relaciond con el tratamiento, ya que los organismos saltaron fuera del tanque. En el
tratamiento Tsolas totoabas no sobrevivieron, sin embargo, el andlisis histoldgico de sus branquias reveld
la presencia de un parasito, que posiblemente contribuyd a la mortalidad de los peces. En Tys se registrd

una supervivencia del 50% (Tabla 7).
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El factor de conversidn alimenticia para el tratamiento con el sistema de recirculacién fue la mas baja con
un FCA de 1.2, mientras que el indice mas elevado fue de 12.1 para el Tigo. En el resto de los tratamientos

se tienen FCA de 2.2, 2.1y 3.2 para los tratamientos de Ts, Ts ¥ To, respectivamente.

En la tasa de crecimiento especifica (TCE), también se encontraron diferencias entre el grupo de
tratamientos con biofloculados y el sistema de recirculaciéon, en este ultimo la TCE (0.60+0.06) fue mayor,

comparada con los tratamientos con diferentes concentraciones de biofloculados.
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Figura 15. Peso (g) promedio registrado a lo largo del cultivo de totoaba.
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Tabla 7. Valores promedio y desviacion estandar de peso inicial (Pi), peso final (Pf), biomasa inicial (Bi), biomasa final (Bf), supervivencia, factor de conversion alimenticia

(FCA) y tasa de crecimiento especifica (TCE) de la totoaba cultivada durante 89 dias en RAS y con diferentes concentraciones de biofloculados.

Tras

T100

T7s

Tso

Tas

To

Pi(g)

Pf (g)

Bi (kg/m’)

Bf (kg/m?)

indice de condicién
Supervivencia (%)
FCA

TCE

469.33+66.31

867.58+96.91°

3.75

6.94+0.43

1.49+0.11

100

1.28

0.60+0.06°

469.33+66.31

492.70+54.84°

3.75

3.62+0.56

1.33+0.15

92*

12.1¢

0.04+0.02°¢

469.33+66.31

510.75+131.2"

3.75

1.87+£1.84

1.46+0.36

33**

2.2°

0.0610.21°

469.33+66.31

ND

3.75

0.0

469.33+66.31

650.67+44.63°

3.75

2.60+0.29

1.33+0.12

50

2.1°

0.32+0.22°

469.33+66.31

586.58+85.43°

3.75

4.69+0.29

1.34£0.13

100

3.2°

0.21+0.06°

ND, No hay dato; mortalidad del 100%

* Un pez salté del tanque

** Dos peces saltaron del tanque
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3.6. Hematocrito

No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de hematocritos entre los diferentes
tratamientos (p > 0.05). En el T»s se presentd una mayor desviacidon estandar (Figura 16). Los valores de
hematocrito tuvieron un promedio de 28.87+2.57% en todos los tratamientos, con un minimo y maximo
de 24.6 y 35.0% para Tras; 24.1y 33.2% para Tio; 27.0 y 29.8% para T7s; 25.0 y 33.5% para Tas; y 25.5y
34.0% para To.

40
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% Hematocrito

28

26 |

24 |

22

20 : : : : :
TRAS T100 T75 T25 TO

Tratamiento

Figura 16. Porcentaje de hematocrito registrado en el Ultimo dia de cultivo de totoaba. Media + desviacion estandar.
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Capitulo 4. Discusion

Las practicas de la acuicultura, en forma particular el cultivo de camarones, han ocasionado dafios al
ambiente, por lo que en la década de los 70s se planted el uso del sistema “biofloc” (BFT término en
inglés) como una de las alternativas para mitigar estos efectos y ademas optimizar la produccion
(Avnimelech, 2009). La tecnologia de biofloc ofrece varios beneficios como la disminucidn del uso de agua
asi como la mejora de la calidad del agua, debido a la incorporacién del nitrégeno como proteina en los

fléculos bacterianos (Avnimelech, 2009; Crab et al., 2012).

Un requisito indispensable para el éxito en el uso del biofloc es la aireacidn profusa, por una parte para
mantener en suspension la materia orgdnica que se encuentra en el medio de cultivo, y por la otra para
propiciar un porcentaje de saturacién de oxigeno adecuado para los organismos cultivados. En los trabajos
realizados con BFT, es comun encontrar que hay concentraciones de oxigeno menores que el valor de
saturacion, debido en parte a la alta demanda metabdlica de los microorganismos que se desarrollan en
estos sistemas. En los tratamientos con biofloc donde se realizd el cultivo de totoaba, como era de esperar,
se observd que la concentracidn de oxigeno fue menor (4.84 a 5.04 mg/L) comparada con el Tras (5.45
mg/L). Esta misma tendencia se observd en el trabajo de Emerenciano et al. (2012) quienes observaron
que los valores de oxigeno disuelto fueron mdés bajos en los tratamientos con BFT (5.9+1.0 mg L), que en

un sistema RAS (7.1+ 0.9 mg L}).

En cuanto al pH en los tratamientos con biofloc, también se observé que el valor de este pardmetro fue
menor con valores entre 7.68 a 7.78, mientras que en el sistema de recirculacién el pH fue de 7.97.
Emerenciano et al. (2012) observaron que el valor de pH fue menor en los tratamientos con BFT (6.5), que
en un sistema RAS (8.3). Esta disminucién en el valor de pH en los sistemas con BFT se debe probablemente
a las altas tasas de respiracion por la gran cantidad de microorganismos presente en estos sistemas, que

propician el incremento en la concentracion de diéxido de carbono.

Los sistemas con BFT donde se realizd el cultivo de totoaba tuvieron un menor recambio de agua,
comparado con los Tras, debido al retrolavado de los filtros, que sumado a la evaporacién, propicié el
aumento de la salinidad durante el experimento, lo que también concuerda con lo reportado por
Emerenciano et al. (2012), quien de la misma manera repuso el agua por pérdida por la remocion de lodo

y por evaporacion.
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En relacion con la alcalinidad, se encontraron diferencias entre los tratamientos Tras y BFT, lo cual se
explica segun Ebeling et al. (2006), a que el consumo de alcalinidad por las bacterias autétrofas
(nitrificantes) es mayor (7.05 g Alk/g N) comparado con las bacterias heterdtrofas (3.57 g Alk/g N), razon
por la cual en el Tgas la alcalinidad fue menor (107.21 ppm CaCOs). Sin embargo, durante el cultivo, en
todos los tratamientos la concentracion de la alcalinidad no fue menor a 100 ppm CaCOs, es posible que
el recambio diario de agua (=10%) fuera suficiente para mantener la concentracidon de carbonatos,

considerando que la alcalinidad del medio marino es de 110 a 125 ppm de CaCOs.

La temperatura promedio de los tratamientos se mantuvo entre los 23.85 y 25.74 °C. Talamds (2001)
menciona que la temperatura éptima de cultivo de totoaba es de 24 °C, lo cual se mantuvo dentro de lo

recomendado para el cultivo de juveniles de totoaba.

La tecnologia de biofloc ofrece varios beneficios como la disminucién del uso de agua asi como la mejora
de la calidad del agua, debido a la incorporacién del nitrégeno amoniacal en las proteinas bacterianas, este
proceso se traduce en el crecimiento bacteriano, lo que lleva a la formacion de los fléculos (Crab et al.,
2012). La eliminacién de los desechos nitrogenados en este tipo de sistema de cultivo ha sido demostrada
en varios estudios (Avnimelech, 1999; Browdy et al., 2012). En la presente investigacion, el analisis de la
dindmica de la concentracién del nitrégeno amoniacal total en los tanques de cultivo con biofloc se dividid
en dos etapas, para poderlo comparar con la capacidad del sistema RAS de reducir la concentracién de
NAT. La maduracidon del biofiltro del Tras fue de aproximadamente siete semanas, tiempo que tardd en
qgue en el sistema el NAT se mantuviera en concentraciones menores a 1 mg/L. Avnimelech (2015),
menciona que el desarrollo de la actividad nitrificante es un proceso que toma varias semanas, en este
lapso, las bacterias quimioautdtrofas se adhieren al sustrato utilizado en el biofiltro, que en forma comun
consiste de particulas de polietileno o de arena de silice. Timmons et al. (2002), mencionan que la
concentracién mdxima de amoniaco en un cultivo sucede aproximadamente al dia 14, posteriormente
disminuye y se da la concentracion maxima de los nitritos una vez pasado los 28 dias y después se da la
acumulacidn de nitratos. Es importante considerar el papel que tiene la temperatura en la concentracion
y actividad de las bacterias nitrificantes en el biofiltro, debido a que en temperaturas de 28-29°C alcanzan
su maxima capacidad (Fernandez-Polanco, 1994). Si bien, el promedio de la temperatura en este trabajo
fue de =24.6°C, se alcanzaron temperaturas minimas de 20.1°C, debido a que parte del estudio se llevd a
cabo en la temporada de invierno, lo cual pudo incrementar el periodo de maduracién del biofiltro. En el
sistema con biofloculados las concentraciones de NAT se mantuvieron bajas (0 a 0.90 mg/L) durante el
cultivo de totoaba, a excepcion de Ty a finales del cultivo. Avnimelech (2015), menciona que la reduccion

del nitrégeno por parte de las bacterias heterdtrofas es relativamente rapido, para lo cual realizé una
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demostracién afiadiendo azucar como fuente de carbono (C:N de 20:1) en un tanque que contenia una

concentracidon de 7 mg/l de NAT, después de aproximadamente 3 horas la concentracién se redujo a 1

mg/L de NAT.

En el cultivo de totoaba con el RAS, después de la semana siete, se mantuvieron las concentraciones de
NAT por debajo de 1 mg/L, al igual que en los tratamientos con floculados que tenian flujo (filtracion
mecanica). Sin embargo, el To (sin flujo y sin filtracidn mecanica) tenia concentraciones > 1 mg/L de NAT.
En este ultimo tratamiento se encontraron fléculos mas densos, posiblemente porque estos fléculos no
estaban sometidos a la erosién ocasionada por el filtro mecdnico. De Schryver et al. (2008), mencionan
gue las bacterias forman fléculos como una estrategia para propiciar una mayor absorcién de nutrientes,
va que al crear una estructura interna altamente porosa, aumentan su permeabilidad, para permitir que
el flujo de agua, nutrientes y gases pase a través de los poros, ya que el agua tiende a seguir el camino de
menor resistencia. De lo contrario, como sucedid en este tratamiento (To), Liu y Tay (2002) mencionan que
un fléculo mas compacto y denso estaria inversamente relacionado con la difusividad de una sustancia, lo
cual disminuye la absorcién del nitréogeno por parte de los fléculos. Esta caracteristica del fléculo, en el
tratamiento Ty, puede ser discutida desde varios puntos de vista: el primero, como lo mencionan De
Schryver et al. (2008), depende de la unién de las bacterias en fléculos, ya que su congregacidn es
promovida por el estrés que provoca la depredacion, ya que al congregarse son menos susceptibles al
pastoreo. En el To se observd la mayor biodiversidad de microorganismos (copépodos, nematodos,
protozoarios, entre otros) por lo que el grado de compactacién de los floculos pudo ser una respuesta a la
presencia de estos depredadores de bacterias. Liu y Tay (2002) mencionan que la fuerza de corte (shear
force, en inglés) del agua, ocasionada por el movimiento de las burbujas en la columna de agua emitidas
por las piedras difusoras, puede influenciar en las caracteristicas de los floculados, es decir, una fuerza de
corte alta formara granulos aerdbicos lisos y densos. Si bien, todos los tratamientos del cultivo totoaba,
estuvieron expuestos a la misma fuerza de corte ocasionada por la aireacion, estos fléculos densos y lisos

solo se presentaron en el To debido a que no fueron erosionados por el filtro mecanico.

El exceso de sélidos suspendidos totales (SST) en un cultivo ocasiona impactos negativos en la calidad del
agua, debido a la produccion extrema de biomasa bacteriana producida por las bacterias heterétrofas, en
comparacién con las bacterias autétrofas (Ebeling et al., 2006). En el presente trabajo los SST aumentaron
gradualmente tanto en el tratamiento en RAS como en los BFT, en el primero como resultado de la
proliferacién continua de microalgas, mientras que en el BFT fue el resultado de la concentracion de
fléculos no filtrables, que se originaron por el crecimiento bacteriano, gracias a la disponibilidad de

nutrientes producidos por los desechos de los peces (nitrégeno amoniacal) y del carbono resultante de la
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adicién continua de aztcar. La maxima concentracion de SST fue de 5.36 g/L? al final del experimento y
no es diferente del Tras. De manera general, los SST suelen ser diferentes del sistema BFT con respecto a
RAS. Abduljabbar et al. (2015), realizaron un estudio con Tilapia, en el cual observaron diferencias en las
concentraciones de SST en BFT comparado con el control (RAS), en el cual la diferencia se puede deber en
parte a la produccion bacteriana del sistema biofloc y al recambio de agua que se realizé en el tratamiento
control (=20%). Las concentraciones de SST que estos autores obtuvieron fueron de 0.33+0.01° y
0.35+0.007° m/L%, para el cultivo de tilapia en RAS y BFT, respectivamente. De manera similar, Xue Du et
al. (2018), quienes realizaron un cultivo con carpas, también observaron diferencias en las concentraciones
de SST entre un sistema BFT y un control, en el cual no agregaron un sustrato de carbono. En la presente
investigacion se registraron concentraciones extremas de SST (concentracidon maxima de 5.36 g/L!) debido
en parte a que la totoaba no consumia directamente los fléculos, ademds de que el filtro mecanico
utilizado en este trabajo no cumplid con su funcidn de retirar los floculos del sistema. Por el contrario, el
filtro erosionaba los floculos y estos regresaban al tanque de cultivo incrementado la concentracion de
solidos y reduciendo significativamente la transparencia. Los SST se mantuvieron muy por encima de los
valores recomendados por Hargreaves (2013), quien menciona que concentraciones de 200 a 500 mg/L
son suficientes para un buen funcionamiento del sistema, sin tener gran demanda bacteriana de oxigeno
en el tanque. El control de SST en los tanques es de gran importancia, debido a que esta estrechamente
relacionado con el control de oxigeno disuelto y los desechos nitrogenados (Abduljabbar et al., 2015).
Avnimelech (2012), recomienda concentraciones entre 200 y 400 mg/L? para el cultivo de tilapia. Sin
embargo Poli et al. (2015), mencionan que no existen registradas concentraciones éptimas para el
crecimiento en peces, lo cual resulta evidente si se considera la diversidad de especies, habitats y habitos

de los peces.

Las diferentes caracteristicas que tomaron los fléculos en los tratamientos dependieron de interacciones
fisicas, quimicas y bioldgicas (Lara et al, 2017). En este trabajo con totoaba, los factores que mas
influyeron en el caso de los tratamientos con filtracién fueron los fisicos, debido a la friccidn ocasionada
por el filtro; y en el tratamiento sin filtracién, la turbulencia o fuerza de corte (shearing force), ocasionada
por la aireacidn tuvo una mayor influencia. Estas alteraciones en los fléculos influyeron en la lectura de la
medida volumétrica del biofloc. En To se observaron fléculos mas grandes y densos (granulos) y por ende
con una tasa de sedimentacion mayor, esta caracteristica de los fléculos se asocié con la falta de
interaccion de los floculos con el filtro mecanico. Posteriormente, en T,s, se observé que los fléculos eran
muy esponjosos y ocupaban la totalidad de volimen en el cono Imhoff, sin embargo, se registré materia

sedimentada, la cual presentaba caracteristicas similares a los granulos observados en To. Esto puede ser
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una consecuencia de la tasa de filtracién, que no era suficiente para que los fléculos se filtraran en su
totalidad y se formaran con estas caracteristicas, registrando un promedio de 3.64 ml L' del volumen del
cono Imhoff. En Tsg, posiblemente la tasa de circulacién era lo suficientemente alta para evitar que los
fléculos formaran granulos, sin embargo se observaron fléculos muy esponjosos, con un volumen
promedio de 375 ml LY. Mientras que en los tratamientos con biofloculados con flujo alto (Ti0 y T75) v el
Tras, N0 se observaron sélidos sedimentables. Es probable que, en Tig ¥ T7s, esta ausencia aparente se
debiera al efecto erosivo del filtro mecanico sobre los fléculos, mientras que Tras las microalgas de tamafio

muy pequefio se mantuvieron en suspension durante el periodo de lectura de los conos Imhoff.

La alta turbiedad es una caracteristica de un sistema con biofloc, la transparencia (8.81 a 13.47 cm)
registrada en este trabajo, fue inferior a la reportada por Khanjani et al. (2017) y Espirito Santo et al.
(2017), las cuales fueron de =15 cm y 16 cm, respectivamente. Esto se pudo deber a la cantidad de SST

que se manejaron en el sistema, con 200 mg L, en ambos trabajos.

La turbidez en el agua pudo afectar la vision de la totoaba y su capacidad para capturar el alimento
suministrado durante el cultivo. La baja tasa de consumo de alimento en los tratamientos con biofloc tuvo
una repercusion en el crecimiento y en el indice hepatosomatico (IH). Los peces almacenan glucégeno o
lipidos como fuente de energia en el higado, la cual después de un tiempo prolongado de ayuno o
inanicidn, utilizan como fuente de energia, lo cual puede producir un agotamiento del contenido de
reservas en este organo (Enes, 2008). Los estudios de cultivo de peces con biofloc se han hecho con
especies de habitos omnivoros, que aprovechan los fléculos como alimento directamente, por esta razon,
las medidas del IH en los trabajos realizados por Ekasari et al. (2013), Ekasari et al. (2016) y Bakhshi et al.
(2018), en Tilapia, Bagre y Carpa, respectivamente, no mostraron diferencias significativas entre los
tratamientos con biofloculados y el control (sin biofloc). En el presente estudio, se observé un efecto en
el IH entre Tgas y los tratamientos con biofloc, con un mayor valor del indice en las totoabas del Tras (0.83)
con respecto a las cultivadas en biofloc (0.65). La diferencia entre los tamafios del higado mostrados en la
figura 13 es muy evidente, sin embargo, esta gran diferencia no se ve reflejada en el IH debido a que en la
férmula para obtener el IH se toma en cuenta el peso de los organismos, y en el caso de los peces que se
encontraban en los tratamientos con biofloc, el peso era menor (493.55 g, en T10) comparado con el de

las totoabas cultivadas en el Tras (867.58 g).

El efecto de los sélidos suspendidos totales (SST) sobre los peces se ve reflejado en sus branquias. Este
drgano se encuentra expuesto directamente al medio de cultivo y su constitucidn histoldgica los hace muy

susceptibles a diferentes agentes estresores, ya sean quimicos (pesticidas, metales pesados; Ruiz-Picos y
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Lopez-Lépez, 2012) o mecdnicos (solidos suspendidos; Au et al., 2004). Azim y Little (2008) observaron que
en un cultivo de tilapia con biofloc con concentraciones mayores a 500 mg L de SST, las branquias
presentaban engrosamiento en los extremos distales de algunos filamentos, con telangiectasias en las
lamelas; al igual que en el presente trabajo, donde las totoabas cultivadas en todos los tratamientos
presentaron estas alteraciones en sus branquias. Au et al. (2004), describieron que cuando el mero
(Epinephelus coioides) se expone a concentraciones >50 mg L se produce un agrandamiento de los vasos
sanguineos en las lamelas branquiales. En totoaba, se observd un proceso similar, en el que las células
pilares se rompieron, aumentando el espacio vascular, que provocé telangiectasia. También se demostrd
que cuando el mero se exponia a concentraciones >200 mg L de SST existia desprendimiento del epitelio
branquial y que con concentraciones >2000 mg L de SST, las células de cloruro, las cuales se encuentran
en laregion basal de las lamelas, se incrementaron en nimero (Au et al., 2004). En este trabajo con totoaba
las concentraciones de SST superaban los 2000 mg L y se observaron alteraciones del epitelio (Figura
14B) y de las células de cloruro. Bash et al. (2001) hicieron una recopilacién de la informacién publicada
sobre el efecto de los SST en branquias de salménidos y observaron la concentracion letal media (LC50) a
concentraciones >3000 mg L%, Estos autores mencionan que como resultado de la continua irritacion de
las branquias, ocasionada por los SST, los peces producen mucus para proteger la superficie branquial,

situacién que también se observo en las totoabas cuando se realizaban las biometrias quincenalmente.

Con base en el indice de alteraciones propuesto por Poleksic y Mitrovic-Tutundzic (2011) se observé que
la mayoria de los cambios branquiales encontrados en el cultivo de totoaba se encuentran en la primera y
segunda etapa de su clasificacion (Tabla 2). Los autores indican que las alteraciones en estas etapas
involucran un dafio menor en los tejidos branquiales, de manera que con una mejoria en las condiciones
ambientales, se puede regenerar la estructura y funcion normal de las branquias. Santos et al. (2014)
utilizaron los cambios histolégicos de branquias de dos especies de peces dulceacuicolas como indicadores
de la calidad de agua en un lago de Brasil. Estos autores observaron que las alteraciones en las branquias,
causadas por contaminantes xenobidticos no especificos presentes en el lago, se encontraban en la
primera y segunda etapa de la clasificacién de Poleksic y Mitrovic-Tutundzic (2011). Los autores también
concluyeron que dependiendo de la intensidad, estas lesiones pueden ser reversibles cuando cesa la

presencia del xenobidtico.

Los SST en la columna de agua también afectd el crecimiento de la totoaba. Utne-Palm (2002) menciona
que las particulas suspendidas entre el predador y la presa dispersan la luz e interfieren con la deteccion
de la misma, lo cual explica que la ingesta de alimento haya sido menor en los tratamientos con biofloc.

También, el estrés generado por las concentraciones elevadas de SST puede reducir la capacidad de los
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peces para realizar funciones basicas, como alimentarse, intercambiar gases y resistir enfermedades, lo
que puede afectar el crecimiento (Redding et al., 1987). En el cultivo de totoaba, el crecimiento fue mayor
en Tras comparado con los sistemas BFT. El peso promedio final de las totoabas cultivadas en Tgas fue de
867.58196.91 g, mientas que en los sistemas con biofloc, por ejemplo en Tiq, el peso promedio final fue
de 492.70+54.84 g. En contraste, Azim y Little (2008) y Najdegerami et al. (2016) reportan que los peces
cultivados en biofloc tuvieron un mayor crecimiento. Es posible que debido a que los organismos
cultivados, tilapia y carpa respectivamente, aprovechan el biofloc incluyéndolo como parte de su dieta,
tuvieran una aportacién de proteina bacteriana y probidticos que propiciaron a una mayor digestibilidad
y asimilacién de nutrientes del alimento consumido. Zhang et al. (2018), realizaron un estudio con carpa
(Carassius gibelio) a diferentes concentraciones de SST (0, 300, 600, 800 y 1000 mg L), y observaron que
el cultivo en biofloc beneficia a este pez, debido a la incorporacidn de la proteina bacteriana, lo que se
tradujo en un mayor crecimiento conforme la concentracién de SST se incrementd, hasta alcanzar su
mayor crecimiento en concentraciones de 800 mg L%, sin embargo, la TCE disminuyd en los peces
expuestos a concentraciones de SST mayores de 1,000 mg L. Los autores atribuyeron esta disminucion
en la TCE al estrés que el biofloc podria estar causando a los peces, debido a que las branquias fueron

parcialmente obstruidas con los sélidos suspendidos.

El factor de condicion (FC) de las totoabas no indicé diferencias entre los tratamientos, por lo que se podria
concluir que las totoabas se muestran sanas en Tgras Y €n los Tratamientos con biofloc. Sin embargo, si se
consideran las caracteristicas del higado y la observacidon de las totoabas de los tratamientos con
biofloculados, que mostraban una reduccién de la musculatura, se puede concluir que los resultados de
este factor podria llevar a una conclusion errénea. Chaverra et al. (2017) realizé un estudio con cachama
blanca (Piaractus brachypomus) en biofloc, en el cual calculé un factor de condicidn de =5. Estos autores
comparan el valor reportado por Bri-Cordero et al. (2017) para la misma especie, quien obtuvo un factor
de condicién de =2, ambos autores concluyeron que los peces tenian buen estado fisico. Chaverra et al.
(2017) explica que esta diferencia en el factor de condicién se debe a la diferencia del peso de los peces.
Este Ultimo autor trabajé con organismos de 70 g, mientras que Bru-Cordero et al., (2017) lo hicieron con
organismos de 200 g. En el cultivo de totoaba en Tgas, el peso final de los organismos alcanzé un promedio
de 867.58196.91 g y una longitud de 38.8+1.59 cm, mientras que en Tig l0S organismos tuvieron un peso
promedio final de 492.70+54.84 g y una longitud de 33.4+1.75 cm, asi, la diferencia de pesos y tallas entre
Tras Y los tratamientos con biofloc, pudo haber sido influido en los valores del FC enmascarando la

diferencia en estado de salud observado en el higado y las branquias.



51
En la evaluaciéon del estado de salud de los peces también se utilizan los pardmetros sanguineos. Estos
pardmetros son relativamente faciles de analizar y requieren de un nivel de intervencién moderado, que
permite que los peces se recuperen del estrés que la extraccidén de la sangre les produce. El hematocrito
es un indicador Util para evaluar el estado de salud de los peces (Kim et al., 2018), aunque varia de acuerdo
a la especie, ya que estd relacionado con el habitat y con el metabolismo (Bastardo y Barberan, 2004). En
el presente trabajo, el hematocrito de totoaba no fue afectado por los diferentes tratamientos y tuvo un
intervalo de 28.11 a 29. 48%. Resultados similares fueron obtenidos por Azim y Little (2008) en tilapia del
Nilo (Oreochromis niloticus) cultivada con biofloc y en un sistema de recirculacién como control. Los
autores observaron que no habia diferencias significativas y el valor promedio del hematocrito fue 27%.
En el lenguado (Paralichthys olivaceus) cultivado en ambos sistemas (RAS y BFT) también se evalué el
hematocrito (=42%) y tampoco se encontraron diferencias entre tratamientos (Kim et al., 2018). Sin
embargo, en el presente estudio, al comparar los organismos cultivados con BFT, se observé un daino
importante en las branquias y un cambio en las caracteristicas del higado en comparacién con las
caracteristicas normales de los peces cultivados en un RAS, por lo que no se puede asumir que el estado
de salud de las totoabas era bueno. Es posible que el hematocrito no sea un buen indicador del estado de
salud cuando se estudian los efectos del biofloc en el desempefio de esta especie, ya que al no encontrar
diferencias entre los tratamientos posiblemente este parametro refleje una respuesta compensatoria por
parte de los peces; esta conclusidon podria aplicarse a las otras especies estudiadas. Es posible que otros
pardmetros de la sangre, como la concentracidn de aspartato y alanina aminotransferasas o el andlisis
diferencial de leucocitos, entre otros, aporten un diagndstico mas adecuado del estado de salud de los

peces en este tipo de estudios.
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Capitulo 5. Conclusiones

- El biofloc mejora la calidad de agua al mantener un mejor y mas rapido control de los desechos

nitrogenados, en comparacion con el RAS, donde el biofiltro maduré hasta la semana 7 de cultivo.

- El peso de las totoabas en los sistemas con biofloc fue menor, en parte debido al bajo consumo de
alimento ocasionado por la poca visibilidad en el tanque y también por el estrés ocasionado por las altas

concentraciones de sdlidos suspendidos.

- El indice hepatosomatico de las totoabas cultivadas en los tratamientos con biofloc fue menor, causado

por la baja tasa de consumo de alimento, lo que propicid el uso de sus reservas energéticas.

- De acuerdo con el indice de dafio branquial (Poleksic y Mitrovic-Tutundzic, 1994) en las totoabas
cultivadas, las alteraciones en el tejido branquial se pueden revertir si las condiciones de cultivo se

mejoran.

- La BFT podria ser una tecnologia viable para el cultivo de esta especie, sin embargo se debe seguir
investigando con un enfoque en el control de la concentracién de SST para disminuir la turbidez. De la
misma manera, una vez controlado esta variable, se podrian realizar estudios que comprueben si las
ventajas que otorgan los biofloculados se reflejan en el desempefio de la totoaba, como aumento de la

asimilacion de nutrientes y la estimulacion del sistema inmunoldgico.
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