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Resumen

La Tilapia del Nilo, Oreochromis niloticus, ocupa el segundo lugar a nivel mundial de produccién
dulceacuicola. El sistema de biofloc (TBF) es una tecnologia amigable con el ambiente, que se
caracteriza por el reciclaje de alimento no consumido y los desechos producidos por los
organismos en forma de fléculos, en este sistema, el recambio de agua es minimo y existe una
gran densidad de animales por unidad de area. El TBF es considerado como una estrategia para
el control de enfermedades, con diversos compuestos bioactivos presentes en los fléculos a los
cuales se les atribuye un papel importante en el desarrollo y estimulacion del sistema
inmunoldgico de los peces. Los peces teledsteos poseen un sistema inmune capaces de llevar a
cabo respuestas humorales y celulares tanto innatas como especificas, donde el plasma de la
sangre forma parte de los principales indicadores de salud del organismo. El objetivo fue
determinar la respuesta inmunoldgica en plasma sanguineo de O. niloticus cultivada en sistemas
hiperintensivos de TBF. Se llevaron a cabo 5 tratamientos: 1) TBF heterotréfico (control); 2) TBF
quimiotréfico; 3) TBF suministrado con Chlorella sp; 4) TBF suministrado con Chlorella
sorokiniana 2714; y 5) TBF suministrado con Chlorella sorokiniana 2805. A las 40 semanas de
comenzado el experimento se extrajo la sangre via puncidn de la vena caudal y se centrifugd
para obtener el plasma. Se analizdé la actividad enzimatica superdxido dismutasa (SOD),
antiproteasa, proteasa, fosfatasa alcalina y peroxidasa mediante espectrofotometria, se evalud
también la capacidad bactericida del plasma con una cinética de crecimiento de bacterias
patdgenas del género Exiguobacterium. Los resultados muestran que la enzima antiproteasa
presentd una diferencia significativa en el BFT quimiotrofico comparado con el control.
Asimismo, los sistemas TBF suministrados con Chlorella sp y C. sorokiniana presentan una
diferencia significativa de la enzima SOD con respecto al control y al TBF quimiotréfico. Con
estos resultados se beneficia directamente al rendimiento productivo de los peces en el
sistema, lo que nos indica que los microorganismos incluyendo a las microalgas en los sistemas
de cultivo de biofloc son una fuente importante de compuestos bioactivos que estimulan el
sistema inmune en O. niloticus.
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Summary

Nile tilapia, Oreochromis niloticus, is the second freshwater fish with the largest production
worldwide. Biofloc technology (BFT) is characterized by the recycling of feed and waste
produced by the organisms into the flocs, a minimal exchange of water, and its reduction of
water and space as compared with other rearing technologies. In addition, BFT is considered a
strategy for disease control, with various bioactive compounds present in the flocs (flocculated
organic matter in addition to microorganisms), which have an important role in the
development and stimulation of fish’s immune system. Teleost fish have an immune system
capable of carrying out both innate and specific humoral and cellular responses, blood plasma is
one of the main indicators of this system. This project aimed to determine the immunological
response in the blood plasma of O. niloticus cultured in BFT hyperintensive systems with
different microbial management. Five treatments were established: 1) heterotrophic BFT
(control); 2) chemotrophic BFT; 3) BFT with Chlorella sp; 4) BFT with Chlorella sorokiniana 2714,
and 5) BFT with Chlorella sorokiniana 2805. After 40 weeks of the experiment, blood was
extracted from the caudal vein and centrifuged to obtain plasma. The enzymatic activity was
measured by superoxide dismutase (SOD), antiprotease, protease, alkaline phosphatase, and
peroxidase. All of them were analyzed by spectrophotometry, as well as the bactericidal
capacity of the genus Exiguobacterium. The results showed that the antiprotease enzyme had a
significant difference in the chemotrophic BFT compared to the control. Likewise, the BFT
systems with Chlorella sp and C. sorokiniana had a significant difference in the SOD enzyme with
respect to the control and the chemotrophic BFT. This directly benefits the productive
performance of the fish in the system, indicating that microorganisms including microalgae in
biofloc culture systems are an important source of bioactive compounds that stimulate the
immune system in O. niloticus.

Keywords: Biofloc technology (BFT), immune response, plasma, tilapia, enzymes
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1. INTRODUCCION

1.1 Estado actual de la Acuicultura

Durante los ultimos 10 afios la poblacién mundial se ha ido acercando a los 10,000 millones de
personas, por lo que es inevitable no enfrentarnos un nuimero considerable de personas
malnutridas (Avnimelech, 2011). En consecuencia, la demanda por alimentos de origen acuatico
ha incrementado, sin embargo, a pesar de que la pesca es indispensable para abastecer esta
solicitud, es necesario incluir practicas innovadoras como lo es la acuicultura, cuyo potencial ha
sido evidente desde el desarrollo de los diferentes sistemas como la implementacién de las
densidades de cultivos en sistemas intensivos e hiperintensivo, con el fin de colaborar en

mantener la seguridad alimentaria mundial (Avnimelech, 2007).

La acuicultura ha presentado desde 1970 un crecimiento del 7.5% anual, mas rapido que
cualquier otro cultivo de produccién animal, con mas de 600 diferentes especies de cultivo de
ambientes salobres, dulceacuicolas y marinos (Crab et al., 2012). Es una de las practicas con
mayor rendimiento productivo y capacidad de crecimiento, encargada de producir mas del 60%
del pescado que se consume a nivel global. Entre las especies con mayor volumen de
produccién esta la Tilapia del Nilo, Oreochromis niloticus ocupando el segundo lugar a nivel
mundial de producciéon dulce acuicola, sin embargo, la produccién de peces dulceacuicolas
compromete los recursos ambientales y ecosistemas asociados (Ferreira et al., 2011; FAO,

2016).

1.2 Tilapia del Nilo, Oreochromis niloticus

1.2.1 Clasificacion Taxonémica

La Tilapia del Nilo, Oreochromis niloticus, se registré por primera vez hace 4000 afios en los
relieves artesanales por debajo de una tumba en Egipto junto con otros peces ornamentales
(Pérez et al., 2015). Es un actinopterigio perteneciente a la familia Cichlidae, especie tropical de
agua dulce originalmente del continente africano que se distribuyd principalmente alrededor
del mundo en las décadas de los 60s y 80s. Fue descrita por primera vez en 1758 por Linnaeus,

la posicién taxondmica actual se muestra a continuacion en la Tabla 1 (Zapata et al., 2017):



Tabla 1. Clasificacidon taxondmica de la Tilapia de Nilo

Reino: Animalia

Filo: Chordata

Clase: Actinopterygii
Subclase: Neopterygii
Infraclase: Teleostei
Superorden: Acanthopterygii
Orden: Perciformes

Familia: Cichlidae

Género: Oreochromis

Especie: Oreochromis niloticus

1.2.2 Caracteristicas bioldgicas

En ambientes naturales habitan en aguas dulces principalmente someras, turbias y lodosas
preferentemente al fondo de lagunas, lagos y rios, inclusive pueden llegar a vivir en aguas
marinas ya que toleran altas salinidades (0-40 ppm), es decir son peces eurihalinos, tienen la
capacidad de vivir en ambos ecosistemas (Pérez et al., 2015). La anatomia externa de la tilapia
(Fig. 1) se compone de un cuerpo comprimido, tamafo estdndar de 60 cm de largo. El dorso es
de color grisaceo, rosado- rojizo de los lados y con lineas verticales oscuras en la aleta caudal
trunca. Presenta escamas cicloideas, 16-17 espinas rigidas y blandas continuas con 11-15 rayos
en la aleta dorsal con numerosas lineas negras. La aleta anal tiene 3 espinas y 10-12 rayos. El
primer arco branquial presenta 27-33 filamentos branquiales. Es una especie omnivora que en
las primeras etapas de crecimiento se alimenta principalmente de zooplancton, materia en
suspension y fitoplancton. Una vez que comienzan a crecer mas de 5 cm, la especie se vuelve
herbivora alimentandose primordialmente de fitoplancton, sin embargo, pueden llegar a tener
habitos carnivoros o detritivoros (Hurtado, 2005; Pérez et al., 2015). La tilapia del Nilo presenta

una alimentacion diurna.



Figura 1. Anatomia externa de Oreochromis niloticus

El ciclo de vida de la especie comienza una vez que el embrién empieza a desarrollarse después
de la fecundacién. En condiciones adecuadas, los organismos alcanzan la madurez sexual a
partir de los tres meses, a partir de esta edad los machos realizan un nido circular en el fondo
del estanque con el movimiento de su aleta caudal (Saavedra, 2006; Pérez. et al., 2015). Acto
seguido, ocurre la fecundacidn, el macho fecunda los huevos y al terminar la hembra los colecta
con su boca para comenzar el proceso de incubacion, después de varias semanas los embriones

ejercen movimientos rotatorios antes de la eclosiéon (Galvez, 2001).

Una vez que el huevo eclosiona comienza la etapa de alevin con tamafios de 0.5- 1cm, la cual
dura aproximadamente 5 dias. Poseen un saco vitelino en la parte ventral del cuerpo. El
crecimiento va a depender de las condiciones ambientales. Cuando O. niloticus alcanza una talla
de mas de 3 cm se considera cria, después a los 10 cm se les denomina juveniles y a los 20 cm

pasan a ser adultos (Saavedra, 2006).

1.3 Cultivo de Oreochromis niloticus

El cultivo de O. niloticus en México se inicié en 1964 con la importacién procedente de los
Estados Unidos Americanos, distintos ejemplares de Tilapia fueron depositados en las granjas de
Oaxaca (FAO, 2021). En la actualidad se encuentran en operacion 17 centros acuicolas

productoras de Tilapia, ademas se cultiva en todas las entidades federativas excepto



Aguascalientes y la Ciudad de México, siendo Chiapas, Tabasco, Guerrero, Estado de México y
Veracruz los mayores productores (INAPESCA, 2018). Sin embargo, su cultivo se ha ido

expandiendo a otras partes del norte del pais.

En México los cultivos se dividen en sistemas extensivos, semi-extensivos, intensivos e
hiperintensivo, los cuales estan presentes en las zonas cercanas a una fuente de agua natural.
Los cultivos se diferencian por el manejo que se le da al cultivo, la densidad de siembra, la tasa
de alimentaciodn, la calidad de agua y tipo de alimento que se emplea, asi como su porcentaje de
proteina (INAPESCA, 2018). Los extensivos se desarrollan en espacios grandes, sin control de
parametros, sin o con muy escaza adicidn de alimento balanceado. Llegan alcanzar <1,000 kg/ha
de produccién, esto debido a que la desventaja de este tipo de cultivos es la produccién de alga
por la descomposicién de la materia orgdnica (Avnimelech, 2009). El factor limitante para
generar mayores kilogramos de produccién es la cantidad de carbono consumida por las
microalgas. Los sistemas intensivos e hiperintensivos, se caracterizan por la dependencia de
alimento balanceado, aireacion, control de parametros fisicoquimicos, asi como el reciclaje de
agua. Los niveles de siembra que manejan estos cultivos van a partir de 25 kg/m? para los
intensivos y de 30 organismos/ m? para los hiperintensivos. El manejo de los cultivos es el factor
determinante para obtener una buena cosecha, ya que dependen totalmente de regular los
parametros fisicoquimicos del agua y la oxigenacidén. Este tipo de cultivos suelen ser
experimentales, por lo que cominmente se cultiva el camarén, la tilapia y la trucha (Sorhouet,

2015).
1.4 Tecnologia biofloc (TBF)

El desarrollo de la tecnologia biofloc (TBF) es una alternativa para los cultivos intensivos, los
cuales permiten un mejor control de los sistemas acuicolas. Esta tecnologia permite cultivar
organismos acudticos en estanques controlados con un ambiente dominado por
microorganismos. A mediados de los 90°s, Steve Hopkins y Avnimelech (Avnimelech, 2006) con
su equipo de trabajo comenzaron de manera cientifica y practica los cultivos con TBF, en ambos

proyectos se utilizé el minimo o nulo recambio de agua del sistema. Permitiendo a las



comunidades microbianas degradar, asimilar y nitrificar el amonio, asemejandose a los biofiltros
utilizados en los sistemas de recirculacidon (RAS) (Avnimelech, 2006, 2009). El establecimiento de
los sistemas TBF se dio en consecuencia al desarrollo de estanques con aireacion y recirculacion
permanentemente que daban como resultado procesos microbianos beneficiosos para los
organismos, ademas de encontrar una alternativa a las restricciones del agua y sus altos costos,
siendo la TBF una opcidon biosegura y sustentable (Avnimelech, 2009). Los sistemas TBF
presentan una restriccion del intercambio de agua y alta oxigenacién, con el fin de formar
fléculos. Estos ultimos son agregados del alimento balanceado, excretas, bacterias, microalgas,
nematodos, protozoarios y MOP, unidos por una matriz de polisacaridos y atracciones
electrostdticas. La matriz es de forma irregular, permeable, porosa y fina (Hargreaves, 2013;

Fernandes, 2020).

La tecnologia de biofloculacién comienza a partir del alimento balanceado que se administra a
los organismos, donde solo el 30% de los nutrientes es asimilado, y el resto se descompone de
manera natural a nitrégeno amoniacal, el cual, al estar presente en agua residual, esta en forma
de iones de amonio, los cuales son aprovechados por microorganismos como las bacterias
heterotrdéficas, bacterias fotoautotrdficas, bacterias quimotrdéficas o bien microalgas (Pérez et
al., 2014). Estos procesos dependen de la relacidon de carbono: nitrégeno del agua, la cual se
regula a partir del monitoreo del agua y la fuente de carbono afiadida, comunmente es melaza o
azucar refinada, sin embargo, en ocasiones se ha utilizado café y los desechos de la malta
originaria de la produccion de cerveza (Avnimelech, 2009). El objetivo del sistema biofloc es
optimizar la calidad de agua y reciclamiento de nutrientes a partir de los microorganismos
presentes en los fléculos. En la Fig. 2 se muestra el ciclo de asimilacion del amonio en el sistema
con TBF quimiotréfico por medio de bacterias nitrificantes Nitrosomonas sp y Nitrobacter sp

(Schramm et al., 1999).
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Figura 2. Ciclo de asimilacion del nitrégeno de los sistemas integrados con tecnologia biofloc.

1.4.1 Sistema TBF heterotrofico

Los sistemas integrados con TBF trabajan de manera conjunta a distintos niveles tréficos. Para
poder asimilar el amonio contenido en el agua existen tres vias que utilizan, sin embargo, se
puede manejar para tener una via dominante. La primera via es la ruta heterotrdéfica consiste en
la dominancia de bacterias heterotréficas, que dependen de la fuente de carbono afiadida y
altas cantidades de oxigeno (Avnimelech, 2009). La conversidon de amonio a nitrégeno consiste
en aumentar el radio de carbono:nitréogeno (C:N) con una fuente de carbono, provocando un
entorno favorable para divergir la comunidad microbiana de un ambiente rico en microalgas y
microorganismos potencialmente patégenos a una mayor representacion de bacterias
heterotrdéficas. Algo a destacar de estas bacterias es que convierten el nitrégeno en biomasa
consumible. La transformaciéon el amonio a esta biomasa microbiana se lleva acabo de la

siguiente manera (Collazos y Arias, 2015):



NH4 + C6H1206 + HCO3 + 02 —» C5H702N + H20 + CO2 (1)

Dando como resultado que, para degradar 1 g de amonio presente en el agua, es necesario
afiadir 15- 20 g de hidratos de carbono (20:1) con base a la relacién de C:N. Ademds, que para
que se encuentre un balance en esta reaccidén es necesario consumir 4.7 g de oxigeno (Collazos
y Arias, 2015), por lo que una de las diferencias principales, es el alto consumo de oxigeno, son

mas activos en la oscuridad o poca luz a comparacién de los sistemas integrados con microalgas.
1.4.2 Sistema TBF quimioautotroéfico

Anteriormente se ha mencionado que existen diferentes rutas metabdlicas para eliminar el
nitrogeno en forma de iones de amonio del agua de los cultivos. La via quimioautotofica, se
caracteriza porque no elimina el nitrégeno del agua, sino que consiste en transformar el amonio
téoxico (NH;) en nitratos (NOs.) por medio de microorganismos removedores de amonio
conocidos como bacterias nitrificantes que organizan y realizan todo el proceso de nitrificacion
(Dauda, 2019). El NH4 se transforma en nitritos (NO;) por medio de bacterias del género
Nitrosomonas, Nitrosospira entre otras y posteriormente los NO, en NOs. por medio de
bacterias como las Nitrobacter (Fig. 2) (Schramm et al., 1999). Finalmente, el NOs_se transforma
a través de reacciones aerdbicas por desnitrificacion, en nitrégeno atmosférico (N,). En la

siguiente ecuacion se define cdmo es que sucede esta reaccion (Collazos y Arias, 2015):
NH4 + 02 + HCO3 — C5H702N + NO3 + H20 + CO2 (2)

Indicando que, para degradar 1 g de amonio presente en el agua, es necesario que se encuentre
un balance en esta reaccidn siendo necesario consumir 4.2 g de oxigeno (Collazos y Arias, 2015),
por lo que una de las caracteristicas principales, es el alto consumo de oxigeno disuelto. Su
energia la consumen de carbono inorganico y son mas activos en la oscuridad o poca luz, ya que
no necesitan el proceso de fotosintesis. El sistema TBF quimiotréfico se asemeja al papel que
juegan los biofilms dentro de los sistemas RAS en la acuicultura, estas bacterias son autotrofas
porque consumen principalmente el CO, y aerdbicas ya que necesitan del oxigeno para crecer,
aunqgue el sistema quimiotrofico sea el dominante en un biofloc, se necesitan las bacterias

heterotréficas especialmente en los primeros 30 dias del cultivo, ya que toma



aproximadamente de dos a cuatro semanas establecer el proceso de nitrificacién. Entre las
diferencias con el sistema heterotréfico, el uso del sistema nitrificante reduce la produccion de
sélidos y se vuelve mas estable, sin embargo, genera menos biomasa microbiana a pesar de

consumir cantidades de oxigeno similares (Ferreira et al., 2021; Corréa da Silva et al., 2022).

1.4.3 Sistema TBF fotoautotrofico

La TBF integrada con un sistema fotoautréfico o conocido como ABFT por sus siglas en ingles
consiste en un cultivo dominado por microalgas. El biofloc verde (suministrado por microalga
debido a la estimulacién del proceso de fotosintesis) remueve el amonio del agua residual con
mayor rapidez por medio de la fotosintesis producida por el fitoplancton. Esta ruta de remocion
del amonio ocurre solo en presencia de luz, por lo que constantemente presenta variaciones de
algunos pardametros fisicoquimicos, tales como el del agua como el pH, oxigeno disuelto y
amonio (Dauda, 2019). Las principales caracteristicas de esta via autotréfica son que requiere
una menor demanda de oxigeno y la relacion de C:N no debe de ser excesiva para continuar con
un crecimiento éptimo a comparacidon de los otros sistemas. La relacion de microalgas y
bacterias en un cultivo de biofloc debe esta estrictamente equilibrado y bien manejado cuando
se decide generar dominancia. En el caso de las microalgas producen carbono organico, que
pudieran beneficiar a las bacterias heterotréficas, ademas son de vida corta, por lo que al
terminar su ciclo de vida pueden estar presentes en el agua en forma de carbono organico
generando un ambiente propicio para el crecimiento de las bacterias heterotréficas. De ahi
viene que, aunque un sistema tenga dominancia siempre estaran presentes las otras bacterias

(Hargreaves, 2006).

1.4.4 Salud de organismos cultivados con TBF

La salud animal es una de las principales caracteristicas que se debe optimizar para tener un
desempefiio productivo del cultivo. En términos veterinarios y de produccién acuicola con base a
la observacién, se ha definido a la salud como el estado donde el organismo tiene

funcionamiento y comportamiento dptimo, con ausencia de enfermedades; Ademas de



presentar la mayor productividad del cultivo que este se mide por medio crecimiento y

supervivencia (Ducrot et al., 2011; Fimbres et al., 2019).

La TBF es una via emergente en nutricion y salud animal, se ha documentado la posibilidad de
que el biofloc mejore la respuesta inmune innata por medio de inmunoestimulantes
provenientes de la pared celular de las bacterias presentes en los flocs que combaten contra
patégenos infecciosos (Kumar et al.,, 2021). Las bacterias presentes en sistemas de cultivo con
TBF acumulan polihidroxibutirato el cual aumenta el crecimiento, digestion, peso y
supervivencia del hospedero. Una de las suposiciones sobre la estimulacién al sistema inmune
por el uso de la TBF comienza por microbiota intestinal de los organismos cultivados con este
manejo, que propician la presencia de multiples enzimas digestivas, que mejoran la absorciéon
de los alimentos (Kuhn et al., 2009; Balcazar et al., 2006; Pérez et al., 2010; Wang, 2007; Liu et
al., 2009).

1.5 Respuesta inmune en peces teledsteos

Los peces teledsteos poseen un sistema inmunolégico completo para la defensa contra las
infecciones y enfermedades que se desarrollan permitiendo al organismo ser saludable. Al igual
gue los mamiferos, se compone de una primera linea de defensa, la respuesta innata o
inmediata conocida como no especifica (Hitzfeld, 2005). Esta se encuentra presente para
detectar, combatir y eliminar patégenos (hongos, virus, bacterias y protoctistas) que logran
pasar, infectar o tener contacto con el organismo. La segunda, respuesta adaptativa o
especifica, ocurre una vez que ya existio una infeccion previa, y el organismo genera una
memoria y responde de manera especifica al antigeno. Ambas respuestas se pueden llevar a

cabo tanto por factores humorales como celulares (Delves, 2000).

La diferencia principal entre el sistema inmune de los peces y mamiferos son los drganos
presentes encargados de actuar como 6rganos linfoides primarios y secundarios. En el caso de
los peces teledsteos, el rifion cefalico, andlogo de la medula dsea y el timo son los érganos

linfoides primarios mas importantes, ya que son responsables de la hematopoyesis de las
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células inmunitarias, mientras que el bazo y el tejido linfoide (mucosa), representan érganos

secundarios en peces (Maguregui, 2020).

1.5.1 Plasma sanguineo

La respuesta inmune innata se compone de la respuesta celular donde participan todas las
células encargadas de defender al organismo y la humoral, es decir toda aquella molécula,
factor soluble, barrera que no contenga material celular. Entre estos factores humorales
solubles esta la sangre, la cual es un buen indicador de la condicién inmunoldgica en un
ambiente especifico. Es un tejido formado por glébulos rojos, gldbulos blancos los cuales
contienen todas las células inmunitarias, trombocitos o plaquetas y el plasma (IQWIG, 2019). En
los peces la sangre se compone de un 20-40% de eritrocitos, 0.5-2.0% de gldébulos blancos
(leucocitos) y la mayor parte de la composicidén de la sangre es el plasma con un 60-80% (Duque,
2017) . El plasma es la parte liquida no celular de la sangre, de color amarillo, que se compone
de electrolitos, nutrientes, proteinas, hormonas y es un indicador del sistema inmune ya que
contiene todas las moléculas que activan directa o indirectamente la respuesta inmunoldgica,
entre las que se encuentran las citocinas (mensajeras), proteinas del complemento (cascada de
proteinas y enzimas) y anticuerpos que trabajan en la respuesta adaptativa para evitar

infecciones (Delves, 2000).

El plasma participa en la inmunidad humoral, y entre los factores solubles esta el complemento.
Este sistema tiene un mecanismo donde participan mas de 30 proteinas y enzimas que trabajan
de manera activa e inactiva, y estan contenidas en el plasma asociadas al citoplasma o en la
superficie de las células del organismo, y que presentan diferentes formas de activacién que
incluyen a las proteasas. En general las funciones principales del complemento consisten en dar
respuesta inflamatoria, eliminar el patdégeno u agente extrafio, limpiar células disfuncionales, asi
como ser un puente entre el sistema inmune innato y el sistema adaptativo (Gularte, 2020;

Maguregui, 2020).
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1.5.2 Fosfatasa alcalina

La fosfatasa alcalina es una enzima del grupo de las hidrolasas, que participa en procesos de
fosforilaciéon y desfosforilacion, ademds de encargarse de metabolizar el fosfato inorgdnico a
partir del fosfato organico (Alvarez et al., 2008). Su implicacion fisioldgica en los vertebrados
estd relacionada en el proceso de mineralizacién y estructura désea (Harris, 1989). De las
funciones principales de las fosfatasas en peces involucra procesos de crecimiento,
diferenciacién celular, procesos de permeabilidad, maduracién gonadal, transporte de
nutrientes, agua, iones, glucosa, proteina y lipidos (Fournier et al., 1991). En el sistema inmune
de los peces esta enzima se encuentra especialmente en el higado y células éseas, sin embargo,
una vez que el tejido se enferma éstas liberan las enzimas a la sangre y son utilizadas como
indicadoras para detectar dafio renal, alteraciones en el epitelio intestinal, colestasis y

problemas hepatico (Herrera, 2004).
1.5.3 Proteasa y antiproteasa

En la sangre hay enzimas que participan en la inmunidad, las proteasas son proteinas tipo
hidrolasas que se encargan de hidrolizar los enlaces amida de las unidades peptidicas
especificas de los polipéptidos, sin embargo algunas llegan a ser enzimas inespecificas
perjudiciales para las proteinas involucradas en el sistema inmune (Gonzdlez et al.,, 2018).
Ademads de cumplir la hidrélisis de las proteinas, desempefian funciones en los procesos
digestivos, activacion de prohormonas, proenzima y otras mas (Stroud, 1974). Es importante
mantener un equilibrio de las proteasas en el sistema inmune, y es donde participan las
antiproteasas, enzimas que detienen la hidrolisis de las proteinas, inhibiendo a las proteasas ya
sea anclandose a éstas o bien atrapandolas para evitar la hidrdlisis peptidica. Al neutralizar a las
proteasas, se mantiene la estabilidad del pez evitando el crecimiento de patdgenos que
provoquen enfermedades (BHOOLA, 1969; Alvarez et al., 2008; Agbowuro et al., 2018; Gonzalez
etal., 2018).
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1.5.4 Enzimas antioxidantes
1.5.4.1 Superodxido dismutasa

La superodxido dismutasa (SOD) es una de las principales enzimas antioxidantes descubierta en
1968 (Mc Cord y Fridovich, 1969), y se encuentra presente en todos los organismos vivos. Su
funcidn, al igual que todas las moléculas antioxidantes es mantener en equilibrio a todas las
especies reactivas de oxigeno reactivas y evitar el dafio oxidativo de las células. La SOD, es una
metaloenzima que utiliza un metal como cofactor, comunmente Cobre, Zinc, Manganeso o
Hierro (Garcia, et al., 1995). El papel de la enzima dentro del sistema inmune es actuar como la
primera linea de defensa innata a las especies reactivas del oxigeno catalizando la dismutacion
del anién superdxido (O) a oxigeno molecular (0,) y perdxido de hidrégeno, evitando la
formacién de peroxinitrito que es altamente tdxico al organismo y puede provocar dafios a los
tejidos, ademas de eliminar los radicales libres de las células (Rios et al., 2013; Wang y Zhang,
2015; Gularte, 2020). La siguiente ecuacién nos muestra como sucede esta conversién (Mc

Cord y Fridovich, 1969):
0-+02 - 2H+ = HZ 02 + 02 (3)
1.5.4.2 Peroxidasa

Entre las peroxidasas encontramos a la mieloperoxidasa (POX), que es una enzima antioxidante
gue responde a las especies oxigeno reactivas en conjunto con la SOD vy la catalasa. Esta en
conjunto de un grupo prostético hem unido a proteinas, debido a esto son capaces de oxidar
otros sustratos, no solo el H,0, (Diaz, 2003; De Albuquerque et al., 2019). La POX es secretada
por las células inmunitarias, especificamente los neutréfilos, donde cataliza los aniones de
superoéxido para producir acido hipocloroso (HOCL), a partir de la degradacién del perdxido de
hidréogeno proveniente de la dismutacidon de los radicales libres del superéxido (Gonzalez et al.,
2018; Gularte, 2020). Se considera una indicadora del sistema inmune ya que al producir HOCL,
aumenta la respuesta debido al efecto bactericida ya que es altamente tdxico cuando se

entrelaza con la pared celular de los microorganismos (Reyes et al., 2017).



13

En el presente trabajo se evalud la respuesta humoral por medio de actividad enzimdtica y
estatus antioxidante involucrado en el sistema inmunolégico con fines de conocer la respuesta
inmune de Tilapia cultivada en sistemas de biofloc heterotréfico, quimitréfico y suministrado

con microalgas.
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2. ANTECEDENTES
2.1 Cultivo de Oreochromis niloticus con tecnologia biofloc

Existe un efecto positivo en el desempefio productivo de las tilapia dentro de los sistemas TBF,
tal es el caso del estudio realizado en Indonesia, donde se cultivd la tilapia en diferentes
densidades y con una relacion de C:N de 15:1. Los resultados denotaron que los tratamientos
con biofloc en densidades de 25 org/m® el porcentaje de supervivencia aumentd y que ademds
en las densidades de 50 org/m3 se suministré menor cantidad de alimento a comparacion de los
controles (Ekasari y Maryam, 2012). Diversas investigaciones han reportado que al utilizar los
sistemas de biofloc desarrollan la estabilidad del cultivo reduciendo la presencia de patdgenos,
permitiendo tener un mayor crecimiento de los peces y reduciendo a su vez el costo de

produccién por disminuir el suministro de alimento balanceado (Monroy et al., 2013).

Recientemente se analizé el crecimiento de la larva de O. niloticus en sistemas con TBF con un
control manteniendo el radio de C: N en 10:1. Se destacd que, dentro de la uniformidad de las
larvas, en sistemas TBF tuvieron mejor aspecto, ademas la supervivencia fue de un rango del
90% a comparacion del sistema control que obtuvo 75%. A su vez se realizaron pruebas de
inhibicién del crecimiento bacteriano y tolerancia de salinidad, en todas las larvas cultivadas en
biofloc se obtuvo una supervivencia arriba del 50% a comparacion del sistema control (Ekasari

etal., 2015).

Lima et al., (2015) cultivaron en TBF O. niloticus a tres diferentes densidades de siembra (D15,
D30, D45 org/unidad de siembra), donde se observd que los tratamientos tuvieron diferencias
significativas en el crecimiento, siendo la D45 la mas efectiva y aunado a esto se observd >90%
de supervivencia en los tres tratamientos con inclusion del biofloc. Long et al., (2015)
establecieron un cultivo de tilapia en TBF y al finalizar las 8 semanas del experimento evaluaron
la calidad de agua, el crecimiento y los parametros zootécnicos de los peces dando como
resultado un incremento en los porcentajes de calidad de agua, crecimiento y una supervivencia

del 100 % a comparacion de los peces cultivados en sistemas con intercambio de agua.
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Algo importante a destacar es la presencia de fléculos ricos en microorganismos que al estar
presentes en el sistema benefician el cultivo, no solo como alimento como ya se ha mencionado
sino como herramientas vivas para desplazar a los microorganismos oportunistas causantes de
infecciones y enfermedades por bacterias en equilibrio que benefician a los organismos

(Gutiérrez et al., 2016).

En el estudio realizado por (Zapata et al., 2017) se evalud el cultivo de alevines de O. niloticus
sometidos a tres diferentes tratamientos de biofloc con relacion al C:N. El tratamiento
establecido en un radio de C:N de 10 con 30 org/m3, se observé una mejoria en la calidad de
agua con respecto a los parametros fisicoquimicos (Nitréogeno y Fosfato), dando como
consecuencia un incremento en el desempefio productivo con base a el crecimiento del pezy a

la supervivencia del cultivo.

Fimbres et al., (2020) llevd a cabo experimentos incluyendo diferentes niveles tréficos de biofloc
en el cual estd basada la presente tesis. Se trabajé con cinco tratamientos de biofloc; T1:
heterotréfico, T2: quimiotréfico (tratamiento control) y tres tratamientos con biofloc
fotoautotréfico (suministrado diferentes especies de Chlorella). Los resultados mostraron que
en las primeras semanas los tratamientos con microalga resultaron tener mayor porcentaje de
productividad y supervivencia a comparacion de los tratamientos control; sin embargo, al final
del experimento los tratamientos control tuvieron mayor porcentaje de supervivencia y
productividad, no obstante, estadisticamente no fueron significativos, por lo que se concluyé

que los cinco tratamientos terminaron con el mismo desempefio productivo.

Por dltimo en los cultivos quimiotréficos se ha observado que son capaces de realizarse en
sistemas hiperintensivos, tal es el caso de la tilapia cultivada en diferentes densidades de
siembra con este sistema llegando a los 800 org/m3 dando como resultado una relacién positiva
en la calidad de agua, desempefo en crecimiento, supervivencia, sin embargo, el mejor

desempeiio productivo se obtuvo en densidades de 406 org/m3 (Corréa da Silva et al., 2022).
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2.2 Sistemas integrados de TBF con implementaciéon de microalgas

Debido al potencial de las microalgas dentro de los ecosistemas acuaticos, se ha decidido
estudiar distintos cultivos con inoculacién de especies de microalgas, entre las mas utilizadas
estdn las del género Chlorella. En Corea, donde se realizd una investigacion evaluando los
efectos positivos sobre un cultivo de O. niloticus en biofloc suministrado con dos distintas
especies de microalgas, Chlorella vulgaris y Scenedesmus obliquus donde se pudo demostrar
una mejoria en la calidad de agua reduciendo el recambio de agua a un 82%, en consecuencia,
aumentando el porcentaje de supervivencia a un 76% después de 12 dias, al contrario del grupo
control. Siendo efectivo esta inclusion debido a la riqueza de aminodacidos presentes que
funcionan como proteina (Jung et al., 2017). Las investigaciones sobre los efectos de sistemas
de inclusién de microalgas han demostrado la capacidad de tratar el agua. En un estudio de
cultivo de tilapia con ambas tecnologias de TBF Y ABFT, se observd que a diferencia de los
sistemas sin biofloc, el agua se purificd en un 82% a comparacién de los sistemas control, al
igual que el desempefiio productivo (Kim et al., 2020). Por otro lado Fernandes (2020) realizé un
cultivo de biofloc con O. niloticus suministrado con Scenedesmus obliquus, y obtuvieron como
resultado a una concentracién de 5 mg/l un aumento del 14% en supervivencia del cultivo a
comparacion de los grupos sin inclusién de microalgas y a diferentes concentraciones, asi como
un incremento del desempefio productivo reflejado en la biomas de los peces (Silva et al.,

2022).

2.3 Respuesta inmune en Oreochromis niloticus cultivada en TBF

Las investigaciones sobre la respuesta inmune en tilapia han aumentado en los ultimos anos,
puesto que es uno de los procesos mas importantes para tener un cultivo sano y mejorar a la
supervivencia de los peces. En el estudio de Mansour y Esteban (2017) evaluaron el cultivo
intensivo de Tilapia con respecto a la respuesta inmune humoral. Observaron un incremento
significativo a comparacion de los tratamientos control en el perfil hematocrito, en enzimas
antioxidantes como la SOD, la CAT y mieloperoxidasa, entre otros parametros inmune celulares.

El efecto de la TBF ha impulsado el incrementd del desempefio productivo de peces, tal es el
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caso de la investigacién realizada en Chennai, donde el tratamiento con biofloc presentd
diferencias significativas en parametros inmunoldgicos, la actividad de las enzimas antioxidantes
como lo son la superdxido dismutasa, la catalasa y la mieloperoxidasa tuvieron mayor actividad
a comparacion al grupo control el cual no tenia un sistema integrado con biofloc (Menaga et al.,

2019).

A su vez también evaluando el perfil hematocrito como en el caso de la investigacidn realizada
en Brasil por Aradjo (2018) donde el perfil hematocrito de la tilapia de Nilo cultivada en floc
verde tuvo diferencias significativas a comparacién de los otros tratamientos involucrados en la
investigacion. Evaluando los efectos positivos sobre un cultivo de O. niloticus en biofloc
suministrado con distintas especies de microalgas, C. vulgaris y Scenedesmus obliquus, se
observé una respuesta inmune superior a comparacién del sistema control, donde la actividad
lisozima tuvo mayor actividad (Jung et al., 2017). Dado los resultados anteriormente
observados, se recomienda incluir nuevas tecnologias que ayuden a promover e incrementar
una mejora en el sistema inmune y asi poder evitar infecciones en los cultivos y aumentar la

supervivencia del cultivo.
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3. JUSTIFICACION

En la actualidad, el cultivo de Tilapia del Nilo representa una actividad de alto valor social y
econdmico, y ha sido catalogada como una de las especies dulceacuicolas que pueden
responder a las demandas de proteina ante una poblacién creciente. No obstante, los cultivos
comprometen la calidad del recurso de agua por el incremento de la liberacidon de efluentes
enriquecidos con materia organica a los ecosistemas acuaticos, entre otros efectos adversos. En
este sentido, es necesaria la inclusion de tecnologias innovadoras que favorezcan el desarrollo
sustentable de los sistemas acuicolas con la tecnologia biofloc. La incorporacién de estos
sistemas permitird adecuar la calidad de agua, optimizar el rendimiento productivo y mejorar su
respuesta inmune, con el fin de aumentar los indices de supervivencia y crecimiento del cultivo

siendo ésta una opcion biosegura y sustentable.
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4. HIPOTESIS

Si el sistema hiperintensivo de biofloc suministrado con microalgas confiere una mejoria en el
rendimiento productivo del cultivo de tilapia O. niloticus entonces este mismo estimulara la

capacidad inmunolégica del organismo.
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5. OBIJETIVOS

5.1 Objetivo general

e Evaluar la capacidad inmunoldgica de la tilapia O. niloticus en sistemas hiperintensivos

de biofloc heterotréfico, quimiotréfico y suministrado con microalgas.

5.2 Objetivos especificos

e Analizar enzimas antioxidantes e hidroliticas en el plasma de O. niloticus

e Evaluar la actividad bactericida del plasma de O. niloticus
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Disefno experimental

Las tilapias de la especie Oreochromis niloticus fueron adquiridas en la Unidad Nayarit del
Centro de investigaciones Bioldgicas (UNCIBNOR+) ubicada en Tepic, Nayarit, México. Se
trasladaron organismos masculinizados con tallas de 0.33 £ 0.14 g al CIBNOR unidad La Paz, BCS.
Una vez que arribaron los peces se integraron directamente en los sistemas de biofloc
experimentales. El experimento se realizé durante cuarenta semanas, el cual consistié en
montar 15 estanques de 1m?>, en donde los organismos se trataron en dos etapas diferentes: en
la primera etapa (semana 1-20) se sembraron 180 org/m3 de 14-60 g. La segunda etapa de
engorda (semana 21-40), la cual consistié en una siembra denominada de baja densidad (55
org/m?) donde alcanzaron los 60-500 g. Se alimentaron cinco veces al dia, cada tres horas de 8

am- 8 pm con alimento marca Purina-Cargil ® con 44% de proteina (Fimbres-Acedo, 2019).

Se realizaron los siguientes cinco tratamientos con tres replicas cada uno (Fig. 3): 1) biofloc
heterotrdéfico; 2) biofloc quimiotrdéfico,; 3) biofloc fotoautotréfico dividido en los siguientes: C.
sorokiniana-2714, C. sorokiniana-2805 y Chlorella spp. Los tanques contaron con un sistema de
aireacion por un blower de 1 Hp. Cada base del tanque estaba conformado por un anillo de tipo
manguera multiporo con un didmetro de 1 pulgada, con microburbuja que generd una cortina
de aire de forma cilindrica y uniforme, administrada al centro, promoviendo las particulas
suspendidas para la produccién asertiva de biofloc en los tanques, generando suficiente

aireacion en el sistema (> 6 mg/I, O,) (Fimbres-Acedo, 2019).
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Tratamientos fotoautotroficos

T1-Biofloc heterotréfico (BH) T3-Chlorella spp (CN)

==

T4-Chlorella sorokiniana-2714 (CS)

T5-Chlorella sorokiniana-2805 (CV)

00 0

Figura 3. Disefio experimental T1) biofloc heterotréfico; T2) biofloc quimiotréfico, biofloc
fotoautotréfico dividido en los siguientes: T3) Chlorella spp, T4) Chlorella sorokiniana-2714 y T5)
Chlorella sorokiniana-2805.

6.2 Tratamientos con Biofloc
6.2.1 Tratamiento heterotroéfico (T1)

En el tratamiento de biofloc heterotrdéfico (BH) los tanques se cubrieron con malla sombra verde
con 90% de retencidn de luz. Este tratamiento se utilizd como control para comparar con los
demads tratamientos. Cada tanque se inoculd con 100 ml de agua de los bionitrificadores de un
experimento realizado en un sistema acuicola de recirculacidon (SAR) llevado a cabo en las
mismas instalaciones (Fimbres-Acedo, 2019). La relacién de C:N en el tratamiento control fue de
13:1 por lo que se monitored agregando azlcar blanca como fuente de carbono diariamente
junto con su primera racion de alimento (Avnimelech, 1999; Fimbres-Acedo, 2019). La medicién
del biofloc se llevé a cabo con muestras tomadas en conos Imhoff de 1 | para medir los sdlidos
suspendidos por triplicado en cada tanque, para cuantificar la produccién de biofloc cada 30

minutos, 1y 2 h.
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6.2.2 Tratamiento quimiotrofico (T2)

El tratamiento quimiotrofico (BQ) los tanques se cubrieron con malla sombra verde con 90% de
retencion de luz. Se adquirieron 3 kg de biomedio de cada uno de los bionitrificadores (12 con
3391/0.1 m*de biomedio) del experimento del cultivo de SAR, los cuales se mezclaron en dos
tanques de 1 m?, se mantuvieron en oscuridad y fueron inoculados cada tercer dia con una

solucion con urea y fésforo (Ebeling et al., 2006; Fimbres-Acedo, 2019).
6.2.3 Tratamientos fotoautotroéficos (T3-T5)

Se utilizaron tres especies de microalgas, Chlorella sorokiniana-2714 (CS), C. sorokiniana-2805
(CV) y Chlorella spp (CN) las cuales fueron adquiridas en el Laboratorio de Microbiologia
Ambiental del CIBNOR situado en La Paz, Baja California Sur, México (Fimbres-Acedo, 2019). Se
iniciéd un proceso de escalamiento de las microalgas donde anticipadamente se mantuvieron en
una soluciéon mineral sintética y bajo condiciones de iluminacién en matraces Erlenmeyer por 15
dias. Posteriormente se colocaron en cilindros de 20 | por los mismos dias a temperatura
ambiente (23+1 °C), bajo condiciones de iluminacién fluorescente (60 umol/s/mz) con aireacion
constante 12 V-3.20 LPM (AQUA 12W, EVANS®, Jalisco, México). Transcurrido el tiempo, se
escalaron en seis tanques de 1m? (nivel del cultivo fue de 200 ) por semana con cosechas
alternadas y se alimentaron con alimento comercial Fertiplus®. Se inoculo a cada tanque

semanal a una concentracion de 10 células/I por tratamiento.
6.3 Actividad enzimatica. Respuesta inmune humoral

Una vez finalizado el experimento, en la semana 40 se tomaron muestras de sangre para
obtener el plasma y llevar a cabo diversos ensayos. La sangre se extrajo de la vena caudal del
pez con una jeringa tipo insulina la cual contenia heparina para evitar la coagulacién. Se
obtuvieron en total aproximadamente 2 ml de sangre por cada pez, en cada tratamiento por
sextuplicado. Una vez recolectada la sangre, esta se centrifugé a 3200 x g por 12 min a 25 °C,

para la obtencién del plasma sanguineo. Una vez obtenida la muestra se conservé a -80 °C hasta
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su procesamiento. Para las pruebas inmune humorales y antioxidantes correspondientes, se

hizo una dilucién con agua destilada del plasma a 1:5.

6.3.1 Cuantificacion de proteinas (Bradford, 1976)

Para determinar las proteinas solubles totales se cuantificaron por el método Bradford (1976),
el cual se basa en el cambio de color del colorante azul de Coomasie en respuesta a diferentes
concentraciones de proteina. Esto debido a que el colorante se enlaza inicialmente con residuos
de aminodcidos como la arginina. La determinacién de la coloracién del pigmento se realizé por
espectrofotometria a 595 nm en un lector de microplaca (Thermo Scientific Varioskan® Flash),
con previa calibracion de la curva estandar de albumina sérica bovina (1 mg/ml). En cada pocillo
se colocaron 10 pl de plasma (1:5) y 200 pl de soluciéon Bradford (1:5), este procedimiento se
realizd por triplicado para cada muestra. La determinacion de la coloracién del pigmento se
recred por espectrofotometria en lector de microplaca Con la curva de calibraciéon de albumina
se interpold la concentracion de proteinas de cada muestra, y la concentracion total de proteina

se expresd en mg proteina/ml de muestra (Thermo Scientific Varioskan® Flash).

6.3.2 Actividad antiproteasa

Para el ensayo se utilizaron microtubos de PCR 0.2 ml (Sigma-Aldrich). A cada uno se le
afiadieron 10 pl de suero, 30 pl de tripsina (1 mg/ml) y 250 pl de azocaseina al (1.6 mg/ml)
dando un total de 290 pl para cada tratamiento por triplicado. A su vez se utilizaron dos
controles, uno positivo y uno negativo, donde el positivo se preparé con 40 pul de tripsina y 250
pl de azocaseina. El control negativo 40 pl de amortiguador de fosfatos (100 mM, pH 7) y 250 ul
de azocaseina. Las muestras se incubaron durante una hora tapadas con aluminio en constante
agitacion a 37 2C. Al terminar el tiempo de incubacién cada muestra se centrifugé a 6000 x g
por 5 minutos (eppendorf-Centrifuge 5430R). De cada microtubo se tomaron 100 ul del
sobredenante y se colocaron en pozos de microplaca (96 Wells microplate Greiner Bio-one). Las
muestras se cuantificaron en el lector de microplaca (Thermo Scientific Varioskan® Flash) a una
longitud de onda de 490 nm. La actividad antiproteasa se cuantifico en % de inhibiciéon de Ila

tripsina aplicando la siguiente formula:



25

Abs control positivo — Abs muestra

% Inhibicién de tripsina = x 100 (4)

Abs control positivo
6.3.3 Actividad proteasa

Para cuantificar la actividad proteasa del plasma, se realizé el ensayo que involucra la hidrolisis
de la azocaseina descrito por Charney and Tomarelli (1947). Se utilizaron microtubos de 0.2 ml
(Sigma- Aldrich), a cada uno se le afiadieron 10 pl de suero y 10 pl de amortiguador de fosfatos
con azocaseina al 0.7 % (100 mM, pH 7). A su vez se utilizaron dos controles, uno positivo (100%
actividad) y uno negativo (0% actividad). El control positivo se prepard con 20 ul tripsina y el
control negativo consistié en 20 ul de amortiguador de fosfatos con azocaseina al 0.7% (100
mM, 7 pH). Todas las muestras se realizaron por triplicado. Posteriormente las muestras se
incubaron durante 24 h tapadas con aluminio a temperatura ambiente. Al terminar el tiempo de
incubacién la reaccidn se detuvo afiadiendo 50 pl de acido tricloroacético (TCA). A continuacion,
se centrifugé a 10,000 x g por 10 min (eppendorf-Centrifuge 5430R). En una microplaca de 96
pozos, se coloco en cada pocillo todo el sobrenadante recuperado de cada muestra y se afiadio
100 pl de hidréxido de sodio (NaOH) al 0.5 N. Para finalizar se cuantificaron en un lector de
microplaca (Thermo Scientific Varioskan® Flash) a una longitud de onda de 450 nm. La actividad

proteasa se expreso en u/mg proteina.
6.3.4 Determinacion de la fosfatasa alcalina

La actividad de la fosfatasa alcalina se evalué por el método fluorométrico (Toledo et al., 2011).
En cada pocillo de una microplaca de 96 pozos (Fluroluminic plate), se agregaron 140 ul de
buffer (Glicina 100 mM, MgCl, 1 mM, ZnCl, 1 mM, pH 10.4), 10 ul del plasma y 50 ul del sustrato
10 mM (DiFMUP- Difluoro-4methyllumbelliferil fosfato + Buffer de fosfatasa) diluido en DMSO.
Este procedimiento se repitid para cada muestra por triplicado. Se realizd una cinética
enzimatica a 37 °C en un espectrofotometro durante 24 h (Thermo Scientific Varioskan® Flash) a
una emision de 460 nm y excitacién a 355 nm. La determinacion de fosfatasa alcalina se expresé

en unidades por mg de proteina (U/mg proteina).



26

6.3.5 Superodxido dismutasa

La actividad antioxidante del superéxido dismutasa (SOD) se basa en el ensayo donde la
reaccion xantina/xantina oxidasa es la generadora de un radical libre y el citocromo C es el
detector de éste al reducirse. Por lo tanto, este ensayo se basa en la inhibicidn de la reduccién
del citocromo C por la SOD. Para comenzar el ensayo se realizd un coctel con los siguientes
reactivos: 25 ml del reactivo A (Buffer de fosfato al 0.216 M, pH 7.8 a 25 °C), 1 ml del B (Acido
etilendiaminotetraacético- EDTA 10.7 mM, Na;), 1 ml del C (Citocromo C al 1.1 mM) y 50 ml del
D (Xantina 0.108 mM), al finalizar se aforé a 100 m con H,O desionizada, se ajusté el pHa 7.8 a
temperatura ambiente. En una celda de fibra de vidrio (1 cm) se colocaron 1.980 ul de céctel +
20 ul de xantina oxidasa (diluida 1:600) y se leyé de manera cinética por dos minutos una
longitud de onda de 550nm para obtener la pendiente del control (0.0159). Una vez finalizado el
control, se colocaron 1.970 ul de cdctel + 10 pl del plasma + 10 ul de xantina oxidasa (diluida
1:600) y se leyé de manera cinética por dos minutos a una longitud de onda de 550nm en el
espectrofotémetro (DU® 800 -BECKMAN COULTER) para obtener la pendiente de cada muestra,

este proceso se repitié por duplicado.

Se calculo el % de inhibicidn con la siguiente formula:

% de Inhibicién = x 100 (5)

Donde A = AAssg,m/min de cubeta A
Donde B = ABss5g,m/Min de cubeta B

U/ml = % de inhibicién 6
/ml = (50%)(ml de la muestra) (6

U/ml
mg/ml de proteina de la muestra

U/mg = (7)

Una unidad (U) se define como la cantidad necesaria de muestra para inhibir en un 50% la

reduccion del citocromo c.
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6.3.6 Peroxidasa (TMB)

Para el ensayo de cuantificacién de la actividad mieloperoxidasa, en cada pozo de una placa de
96 pozos, se anadieron 20 pl de plasma por cada muestra por triplicado. En una probeta de 100
ml cubierta con aluminio se agregaron 40 ml de buffer citrato-fosfato pH 5 (0.2 M fosfato
dibasico + 0.1 M 4&cido citrico + H,0 desionizada), 2 ml de perdxido de hidrégeno al 30% y una
pastilla de sustrato TMB (tetrametilbencidina) (Sigma Num. Catdlogo #S5814), se agitd en
oscuridad hasta desvanecer por completo la pastilla TMB. Una vez homogenizada la mezcla se
agregaron 100 ul en cada pocillo. Una vez que comenzd la reacciéon inmediata, se detuvo con
acido sulfurico (H,SO4) a 40 mM, agregando 50 pl por pozo. Posteriormente se leyé en el lector
de microplaca (Thermo Scientific Varioskan®Flash) a 450 nm en espectrofotometria de punto

final.

Para calcular las unidades por mg de proteina (U/mg proteina) de la actividad antioxidante con

las absorbancias se aplicd la siguiente formula:

U/ml = Abs X ml de mezcla de la reacciéon (8)

U/ml

U =
/meg mg/ml proteina

€)

6.4 Inhibicion del crecimiento bacteriano

La actividad bactericida del plasma fue determinada con Exiguobacterium sp. En un tubo
eppendorf de 2 ml se diluyeron en medio de cultivo colonias frescas de Exiguobacterium sp a
una concentracion de 1x10° células/ml en una absorbancia de 0.5. En seguida, en cada pocillo
de una microplaca de 96 pozos (96 Wells microplate Greiner Bio-one), se adicionaron 10 pl de
plasma, 10 pl de la dilucidon bacteriana y 180 ul de medio de cultivo. Este procedimiento se
realizdé por triplicado para cada muestra, ademas se emplearon dos blancos, el primero se
identificd como positivo y consistié en agregar 20 ul de dilucidén bacteriana y 180 pl de medio de

cultivo, mientras que el control negativo era Unicamente 20 pl de plasma mas 180 pl de medio
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de cultivo. Una vez montada la placa, se incubaron a 37 °C por 24 h, mientras se realizaba una
espectrofotometria cinética (Thermo Scientific Varioskan®Flash) de 12 h a 600 nm para

determinar la actividad bactericida del plasma.

Los datos de absorbancia obtenidos en la cinética se procesaron de la siguiente manera:

DBgoiucion: muestra DBgeferencia: control

DB = (Absorbancia, — Absorbancia,) (10)

DBSolucién

>>< 100. (11)

Inhibicién de Crecimiento bacteriano (ICB) = (1 —
DBReferencia

6.5 Analisis estadisticos

Para determinar si existian diferencias significativas entre los cinco tratamientos de biofloc se
revisaron los supuestos estadisticos tomando en cuenta la prueba de Distribucién Normal con
Shapiro-Wilk, siendo esta una prueba paramétrica y el supuesto de homocedasticidad o bien
homogeneidad de varianzas con Bartlett test. Una vez que los supuestos se cumplieran se
realizé el andlisis de Varianzas (ANOVA) de una via con 95% de confianza y un valor de p= 0.05,
al terminar si se encontraban diferencias significativas, se llevd a cabo la prueba de Tukey para
identificar cudl de los tratamientos era significativo. Todos los analisis, gréficas y figuras se

realizaron en el paquete estadistico Rstudio.



29

7. RESULTADOS
7.1 Actividad antiproteasa y proteasa

La Fig. 4 muestra la actividad antiproteasa del plasma extraido de O. niloticus, cultivada en cinco
tratamientos diferentes de biofloc, la cual presenta una mayor capacidad inhibitoria (>40%) en
el tratamiento de biofloc quimiotréfico (BQ; ANOVA, Fj ;5= 4.831, P<0.05), a comparacion de la

muestra control (BH) y los tres tratamientos fotoautotréficos (CN, CSy CV).
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Figura 4. Actividad antiproteasa (% de la capacidad inhibitoria de la tripsina) del plasma de o.
niloticus cultivadas en diferentes tratamientos de biofloc. Tratamientos: biofloc heterotréfico
(BH); biofloc quimiotrofico (BQ), biofloc fotoautotréfico dividido en los siguientes: Chlorella
sorokiniana-2805 (CN), Chlorella sorokiniana-2714 (CS) y Chlorella spp (CV). Los valores son la
media + desviacién estandar del plasma combinado de 6 organismos, por triplicado. Letras
diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre el control (BH) y los tratamientos
(P<0.05).

Asimismo, la actividad proteasa se determind por medio de espectrofotometria y se expresé en
unidades/miligramo de proteina. La actividad proteasa del plasma de O. niloticus (Fig. 5), fue

mayor en el tratamiento fotoautotréfico con C. sorokiniana-2805 (CN) comparado con el control
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y los otros tratamientos, sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre el

control y los tratamientos (ANOVA, F4 5= 1.917, P>0.05).
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Figura 5. Actividad proteasa (U/mg de proteina) del plasma de O. niloticus cultivadas en
diferentes tratamientos de biofloc. Tratamientos: biofloc heterotréfico (BH); biofloc
quimiotréfico (BQ), biofloc fotoautotrofico dividido en los siguientes: Chlorella sorokiniana-2805
(CN), Chlorella sorokiniana-2714 (CS) y Chlorella spp (CV). Los valores son la media + desviacién
estandar del plasma combinado de 6 organismos, por triplicado. No se observaron diferencias
estadisticas significativas entre el control (BH) y los distintos tratamientos.

7.2 Determinacion de la fosfatasa alcalina

La determinacién de la fosfatasa alcalina del plasma extraido de O. niloticus cultivada en cinco
tratamientos diferentes de biofloc, se evalué mediante espectrofotometria cinética. En la Fig. 6,
se observa una disminucidon de la actividad en el control (BH) comparado con los demas
tratamientos, sin embargo, no se presentan diferencias estadisticas significativas (ANOVA, Fg ;5=

0.292, P>0.05).
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Figura 6. Actividad fosfatasa alcalina (U/mg de proteina) del plasma de O. niloticus cultivadas en
diferentes tratamientos de biofloc. Tratamientos: biofloc heterotréfico (BH); biofloc
quimiotroéfico (BQ), biofloc fotoautotrofico dividido en los siguientes: Chlorella sorokiniana-2805
(CN), Chlorella sorokiniana-2714 (CS) y Chlorella spp (CV). Los valores son la media + desviacién
estandar del plasma combinado de 6 organismos, por triplicado. No se observaron diferencias
estadisticas significativas entre el control (BH) y los distintos tratamientos.

7.3 Enzimas antioxidantes

La actividad especifica del superdxido dismutasa (SOD) se evalué mediante espectrofotometria
cinética. De acuerdo con la Fig. 7, en el tratamiento con C. sorokiniana-2805 (CN) se observa un
aumento en la actividad SOD que es estadisticamente significativa (ANOVA, F4 5= 4.39, p<0.05)

en comparacién con el control (BH) y los otros tratamientos (BQ, CS, y CV).
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Figura 7. Actividad superdxido dismutasa (SOD; U/mg de proteina) del plasma de O. niloticus
cultivadas en diferentes tratamientos de biofloc. Tratamientos: biofloc heterotréfico (BH);
biofloc quimiotréfico (BQ), biofloc fotoautotréfico dividido en los siguientes: Chlorella
sorokiniana-2805 (CN), Chlorella sorokiniana-2714 (CS) y Chlorella spp (CV). Los valores son la
media + desviacién estandar del plasma combinado de 6 organismos, por triplicado. Letras
diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre el control (BH) y los tratamientos
(P<0.05).

Dentro de los tratamientos en los cuales se observa una mayor diferencia en cuanto a la
actividad SOD, representativa y estadisticamente es el biofloc con inclusién C. sorokiniana-2805
(CN), el cual presenta diferencias con ambos tratamientos sin inclusion de microalgas. Para la
cuantificacion de la actividad peroxidasa se realizé espectrofotometria puntual (Fig. 8), y se
puede observar que entre los tratamientos existe una diferencia de <2 U/mg-proteina,
alcanzando la mayor actividad el tratamiento de C. sorokiniana-2714 (CS) con >11 U/mg-
proteina, sin embargo, estadisticamente no existen diferencias significativas de acuerdo con la

actividad de la mieloperoxidasa (ANOVA, Fj ;5= 2.187, p<0.05).
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Figura 8. Actividad antioxidante peroxidasa (U/mg de proteina) del plasma de O. niloticus
cultivadas en diferentes tratamientos de biofloc. Tratamientos: biofloc heterotréfico (BH);
biofloc quimiotréfico (BQ), biofloc fotoautotréfico dividido en los siguientes: Chlorella
sorokiniana-2805 (CN), Chlorella sorokiniana-2714 (CS) y Chlorella spp (CV). Los valores son la
media + desviacién estandar del plasma combinado de 6 organismos, por triplicado. No se
observaron diferencias estadisticas significativas entre el control (BH) y los distintos
tratamientos.

7.4 Inhibicion de crecimiento bacteriano

La capacidad bactericida del plasma extraido de O. niloticus cultivada en cinco tratamientos
diferentes de biofloc, se evalué mediante la capacidad inhibitoria del crecimiento bacteriano
por medio de espectrofotometria cinética. De acuerdo con la Fig. 9, se distingue una actividad
inhibitoria del control (BH) >15%, donde a comparacién de los otros cuatro tratamientos su
porcentaje es <13%. A pesar de obtener esta representacidn no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos en funcién a la capacidad bactericida del plasma (ANOVA,

F4125= 0146, p<005)
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Figura 9. Efecto bactericida (% Inhibicidn del crecimiento bacteriano) del plasma de O. niloticus
cultivadas en diferentes tratamientos de biofloc. Tratamientos: biofloc heterotréfico (BH);
biofloc quimiotréfico (BQ), biofloc fotoautotréfico dividido en los siguientes: Chlorella
sorokiniana-2805 (CN), Chlorella sorokiniana-2714 (CS) y Chlorella spp (CV). Los valores son la
media + desviacién estandar del plasma combinado de 6 organismos, por triplicado. No se
observaron diferencias estadisticas significativas entre el control (BH) y los distintos
tratamientos.
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8. DISCUSION

8.1 Respuesta humoral no especifica

La antiproteasa cuantificada por medio de la inhibicion de la tripsina presentd diferencias
significativas en el tratamiento quimiotréfico y con inclusién de Chlorella spp., comparandolas
con el control (biofloc heterotréfico, BH). Mientras que en la actividad proteasa del plasma
extraido de O. niloticus no presentd diferencias entre el control y los tratamientos. Los
resultados concuerdan con diversos estudios donde se han utilizado diferentes dietas, manejos
de la relaciéon C:N, e inclusidon de microalgas o probidticos dentro de los sistemas biofloc
(Hernandez et al., 2019). Tal es el caso de las observaciones de Elayaraja et al. (2020) donde
dependiendo de la relacién de C:N se diferenciaba el incremento en los niveles de actividad de
antiproteasa y proteasa, esto puede explicar el comportamiento de la antiproteasa en los
resultados de la presente investigacién donde el control y el tratamiento quimiotréfico
presentaron diferentes radios de C:N. Las antiproteasas son esenciales para neutralizar a las
proteasas, ademds de contribuir al sistema inmune no especifico por las propiedades
antinflamatorias y bactericidas ante los patdgenos anclandose a las proteasas de estos mismos y

asi evitando la entrada de los patdgenos causante de enfermedades (Anusha et al., 2020).

En la determinacion de fosfatasa alcalina, no se encontraron diferencias entre los tratamientos,
y la actividad se mantuvo constante. La fosfatasa alcalina en la sangre esta ligada a la
determinacién de enfermedades hepdticas, renales e intestinales ademas de estar involucrada
en el crecimiento del pez (Fournier et al., 1991; Herrera, 2004). Los datos obtenidos en la
presente tesis se obtuvieron a partir de un experimento realizado por Fimbres-Acedo (2019)
quien a partir de los datos zootécnicos determind que el peso ganado alcanzé los 500 g en todos

los tratamientos, esto nos indica que los peces se encontraban en un buen estado de salud.

8.2 Enzimas antioxidantes

Las enzimas antioxidantes estan relacionadas con la salud de los organismos, debido a que

mantienen el equilibrio de las moléculas oxidantes, evitando el estrés oxidativo por la presencia
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de especies reactivas de oxigeno (Carvajal, 2019). En el presente estudio se pudo observar un
aumento en la actividad enzimatica SOD del tratamiento con Chlorella sorokiniana-2805 a
comparacion del tratamiento control (BH) el cual contenia como fuente de carbdn azucar
refinada a una proporcién de C:N de 13:01. Estos resultados concuerdan con (Jung et al., 2017)
donde obtuvieron efectos positivos en la respuesta antioxidante SOD de O. niloticus cultivada
con microalgas. En diversos estudios se ha encontrado que el uso de biofloc beneficia Ia
actividad antioxidante. Menega et al., (2019) determinaron la actividad de SOD vy
Mieloperoxidasa, ambas enzimas aumentaron a comparacion de las enzimas evaluadas en peces
no cultivados en biofloc. Elayaraja et al., (2020) trabajaron con diferentes proporciones de C:N
en donde el C12, similar al que se usé como nuestro control, tuvo diferencia significativa
evaluando la SOD a comparacion de los demas tratamientos de C:N. Por otro lado, al comparar
la actividad peroxidasa del tratamiento control (BH) con los cuatro tratamientos presentaron
una tendencia aumentando la actividad enzimdatica especialmente en los tratamientos con
inclusién de Chlorella, sin embargo, el analisis estadistico no mostré diferencias significativas
entre los tratamientos. En estudios anteriores la microalga Chlorella se ha utilizado como
alimento en los cultivos intensivos de tilapia los cuales han demostrado el aumento de
diferentes parametros incluyendo la respuesta inmunoldgica que se ha evaluado con enzimas
involucradas en el sistema inmune y enzimas antioxidantes como la peroxidasa (Peng et al.,
2020). Es importante mencionar que en estudios anteriores se ha observado el incremento de la
respuesta antioxidante como la SOD y peroxidasa en peces cultivados en biofloc donde la fuente
de carbono marcaba la diferencia a comparacién de los sistemas RAS (Mansour y Esteban,
2017). El aumento antioxidante en las muestras de plasma provenientes de los peces cultivados
en los tratamientos TBF, evidencia la salud y la probable disminucién del estrés oxidativo de los
peces (Parrilla et al., 2012), los cuales concuerdan con los resultados zootécnicos del estudio

previo realizado a la presente tesis (Fimbres et al., 2019).

El desempefio productivo evidencia la salud de los organismos, una vez que el porcentaje de
supervivencia aumenta estamos hablando de un desempefio productivo favorable en

condiciones donde el biofloc heterotréfico junto con las microalgas estimulan la respuesta
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inmunitaria y antioxidante ademas de mantener el cultivo en condiciones dptimas para el

crecimiento (Kim et al., 2019; Fernandes, 2020).

8.3 Inhibicion del crecimiento bacteriano

La actividad bactericida del plasma extraido de O. niloticus cultivada en cinco tratamientos
diferentes presentd un efecto bactericida moderado en el tratamiento control a pesar de no
presentar diferencias estadisticamente significativas. Estos resultados son similares a los de
(Elayaraja et al., 2020) ya que en todos sus tratamientos donde utilizaron azucar de cafia
también observaron un efecto bactericida superior al control el cual se suministraba con un
sistema RAS, por lo tanto no contenia una fuente de carbono. Como ya se menciond
anteriormente, la tecnologia biofloc es un cultivo rico en microorganismos, incluyendo a las
especies patdgenas causantes de enfermedades, sin embargo, una de las principales
caracteristicas de este sistema es que al estar presente las bacterias benéficas en mayor
porcentaje dentro del sistema, evitan en su mayoria que exista un brote infeccioso que

perjudique la salud de los organismos (Silva et al., 2022).
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9. CONCLUSIONES

La tecnologia biofloc se caracteriza por ser una estrategia eficiente en la produccién acuicola
especialmente para las especies que soportan altas densidades de siembra y sdlidos
suspendidos. Es por lo que, al cultivar la tilapia de Nilo, siendo esta una especie con alta
demanda en el comercio es una opcién biosegura y sustentable para el medio ambiente. La
adicién de carbdn a los sistemas genera un gasto y efecto adversos al ambiente, por lo que se ha
comenzado a incluir nuevas alternativas como la inclusién de microalgas a los sistemas biofloc
que realicen la funcién de eliminar, consumir o tratar el amonio, nitritos y nitratos del agua
mejorando asi su rendimiento productivo y por subsecuente la salud de los organismos. De
acuerdo con los resultados obtenidos dentro de esta investigacién se observé que hubo un
aumento en los niveles de Peroxidasa y SOD teniendo esta ultima diferencia significativas, en los
tratamientos fotoautroéficos con inclusion de Chlorella. Ademas, que en la actividad antiproteasa
el aumento ocurridé en el biofloc quimiotréfico y con inclusion de la microalga. Esto beneficia
directamente al rendimiento productivo de los peces en el sistema, lo que nos indica que los
microorganismos incluyendo a las microalgas en los sistemas de cultivo de biofloc son una
fuente importante de compuestos bioactivos que estimulan el sistema inmune en O. niloticus.
Por lo que indirectamente se acepta la hipdtesis establecida que con base a los resultados
obtenidos se pudo observar una mejoria en el sistema inmune mediante el analisis del plasma
de O. niloticus por medio de las enzimas. Es importante resaltar que la mayoria de los estudios
realizados analizando el sistema inmune de los organismos cultivados en biofloc realizaban sus
comparaciones con un control en sistemas RAS, por lo que se recomienda continuar con las
investigaciones incluyendo este sistema para contrastar las diferencias y tener mejor panorama

para determinar el tratamiento mas adecuado para la especie modelo utilizada en este trabajo.
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