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RESUMEN

El presente estudio se realiz6 en las instalaciones del Centro de Investigacion Piscicola
(CINPIS) de la Universidad Nacional Agraria La Molina - UNALM del 04 de noviembre
de 2013 al 22 de enero de 2014. Con el objetivo de lograr la masculinizacién de Tilapia
gris (Oreochromis niloticus) se utilizaron 3200 alevines de longitud total inicial promedio
de 9.44 mm los cuales fueron alimentados con alimento comercial homogenizado con 60
mg de 17 alfa metil testosterona por kg de alimento a una tasa diaria de alimentacion del
30 por ciento distribuida en tres raciones por dia durante cuatro semanas. Se comparo la
masculinizacion en dos sistemas de cultivo uno con agua clara (T-1) y otro con biofloc (T-
2) utilizando 4 tanques para cada sistema, distribuyendo los peces a razén de 400
individuos por tanque. Se mantuvieron los valores de temperatura y oxigeno disuelto
semejantes en los tanques durante la etapa experimental en la cual se realizaron monitoreos
diarios de solidos sedimentables y semanales de amoniaco y nitrégeno amoniacal total. Los
resultados obtenidos de crecimiento durante esta etapa fueron de crecimiento en longitud y
peso promedio de 19.72 £ 2.64 mmy 0.13+0.07gpara T-1y 17.89 + 1.46 mmy 0.09 +
0.01 g para T-2 respectivamente y de sobrevivencia en la etapa de inversion sexual de
52.25 por ciento para el tratamiento con agua clara (T-1) y 61 por ciento para el
tratamiento con biofloc (T-2). Culminada la fase de inversion sexual se trasladé una
muestra aleatoria y representativa de cada una de las repeticiones por tratamiento al
laboratorio himedo de acuicultura de la Facultad de Pesqueria en donde fueron
alimentados Ad libitum para su crecimiento durante cinco semanas hasta la evaluacion de
la inversion sexual mediante el método Aceto-Carmin. La identificacién de gonadas de las
muestras nos dio como resultado que el 96 por ciento de los individuos fueron machos en

ambos tratamientos con un nivel de significancia del 95 por ciento.

Palabras clave: Masculinizacién, Biofloc, 17- alfa- metil testosterona, Oreochromis

niloticus, Tilapia gris






ABSTRACT

The present study was realized in the facilities of the Centro de Investigacioén Piscicola
(CINPIS) of the Universidad Nacional Agraria La Molina - UNALM from November 04,
2013 until January 22, 2014. With the target to achieve the masculinization of gray Tilapia
(Oreochromis niloticus) 3200 fries long used average initial whole of 9.44 mm which were
fed by commercial food homogenized with 60 mg/kg on 17 alpha metil testosterone to a
valuation of feeding of 30 per cent distributed in three daily rations for four weeks. The
masculinization compared in two cultivation systems one with clear water (T-1) and other
with biofloc (T-2) using 4 tanks for every system, distributing the fish because of 400
individuals for tank. Similar kept the values of temperature and dissolved oxygen in the
tanks during the experimental stage in which daily monitoring of sedimentary solids were
realized and weekly of ammonia and entire ammoniated nitrogen. The obtained growth
results during this stage were of growth in length and average weight of 19.72 + 2.64 mm
and 0.13 £ 0.07 g for T-1 and 17.89 + 1.46 mm and 0.09 + 0.01 g for T-2 respectively and
of survival in the stage of 52.25 per cent sexual reversal for the treatment with clear water
(T-1) and 61 per cent for the treatment with biofloc (T-2). Reached the phase of sexual
reversal moved a sample random and representative of each of the repetitions for treatment
to the humid laboratory of aquaculture of the faculty of Fishing where they were fed Ad
libitum for its growth for five weeks up to the evaluation of the sexual reversal by means of
the method Aceto-Carmin. The identification of gonads of the samples gave us like turned
out that 96 per cent of the individuals were male in both treatments at a level of

significance of 95 per cent.

Key words: Masculinization, Biofloc, 17 - alpha - metil testosterone, Oreochromis

niloticus, gray Tilapia






l. INTRODUCCION

En la actualidad la acuicultura se posiciona a nivel mundial como uno de los sectores de
produccion de alimentos de origen animal de mas rapido crecimiento (SOFIA 2012). Se
estima que el valor total en la explotacion de la produccion acuicola de especies comestibles
en 2010 fue de 119400 millones de USD (SOFIA 2012). La tilapia es la cuarta especie de agua
dulce a nivel mundial en ser cultivada (FAO, 2012). Su produccion a nivel de continente
representa el nueve por ciento de su produccion total y a nivel nacional es una de las
principales especies cultivadas en ambientes continentales en el pais, alcanzando en el afio
2013 las 3,840 toneladas (Direccion de Acuicultura 2014).

La acuicultura se basa en diversas tecnologias de cultivo entre ellas la del biofloc (TBF),
brindando la posibilidad de produccién bajo un sistema sin recambio de agua combinando la
remocion de los nutrientes presentes en la columna de agua con la produccion de biomasa
microbiana, la cual puede ser utilizada como alimento para las especies en cultivo (De
Schryver et al. 2008, Avnimelech et al. 2009). Esta tecnologia permite una menor utilizacion
de agua en el cultivo, contribuyendo a la reduccion de los costos y a un manejo adecuado en la

calidad del recurso utilizado.

La produccién de tilapia requiere de alevines machos que principalmente provienen de
tratamientos de inversion sexual mediante el uso de hormonas masculinas, debido a que esta
especie alcanza su madurez sexual antes de la longitud comercial y las hembras pierden
energia durante la maduracién gonadal en comparacién con los machos que trasladan esta
energia para el crecimiento. Frente a esto, los objetivos del presente trabajo evaltuan la
produccidén de alevines machos de tilapia gris Oreochromis niloticus en un sistema de biofloc
en términos de porcentaje de alevines machos y sobrevivencia durante la etapa de inversion

sexual en comparacibn a  sistemas tradicionales de  inversion  sexual.






Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1. SISTEMA DE BIOFLOC

El sistema de biofloc consiste en el uso de cultivos bacterianos heterotroficos (Avnimelech,
citado por Ladino et al. 2009); utilizando un minimo de agua de intercambio, el desarrollo
posterior y la gestion de la poblacion microbiana a través del ajuste de la relacion Carbono:
Nitrogeno (C: N) de modo que ésta controla la concentracion de nitrégeno inorganico en el

agua.

Las bacterias forman bioflocs, asimilando el Nitrogeno Amoniacal Total (TAN), produciendo
proteinas microbianas y permitiendo reciclar la proteina del alimento (Avnimelech et al. 20009,
Avnimelech 2011). Los bioflocs, estan constituidos por particulas organicas en suspension en
el agua o adheridas a las paredes de los estanques de produccion acuicola, alcanzando una
densidad de 107 ufc/ml (Avnimelech 2007). Dichas particulas engloban el material organico
particulado sobre el que se desarrollan microalgas, diversos organismos microscopicos
(protozoarios, rotiferos, hongos, oligoquetos), junto a otros microorganismos y en especial,

una gran diversidad de bacterias heterotroficas (Kubitza 2011).

Este tipo de sistema permite el cultivo intensivo en sistemas cerrados de organismos acuaticos
sin incrementar significativamente el uso de agua Y tierras lo que minimiza el impacto de la
actividad acuicola sobre el ambiente (Serfling, citado por Poleo et al. 2011). La aireacién en
este sistema de bioflocs es esencial para mantener los niveles de oxigeno disuelto disponible
para los peces y bacterias, las cuales se encargan de la eliminacion de los complejos
nitrogenados de la descomposicion aerdbica de la materia organica y de la nitrificacion;
ademas de ayudar a mantener los solidos en suspension que disminuyen las posibilidades de

formacidén de zonas de descomposicion anaerdbicas (Poleo et al. 2011).Los aireadores ayudan



a suspender el biofloc en el agua de los estanques, un requerimiento primordial para

maximizar el potencial



de reproduccion de los microorganismos en los estanques de cultivo. El biofloc al estar
suspendido, esta a su vez disponible para ser ingerido. La calidad del dispositivo de
aireacion puede determinar la intensidad y tamafio de fléculo. De este modo se crea un
equilibrio entre la velocidad de agregacion y la tasa de rotura (Chaignon, citado por Ochieng
et al.2014).

Existen algunos factores que afectan a los sistemas de bioflocs (Avnimelech 2007).

1. La produccion de los bioflocs depende de la provision del sustrato organico a la
comunidad microbiana, proveniente de fuentes externas (alimento suministrado,
actividad algal) o por la excrecién de los componentes del alimento no utilizado por el
pez. En adicion, la produccion del bioflocs depende de la calidad del sustrato
proporcionado, su tasa Carbono: Nitrégeno (C:N), la bio-disponibilidad y otros
factores.

2. La asimilacion de los bioflocs por los peces depende mayormente de la especie y sus
caracteristicas de alimentacion, el tamafio del pez, el tamafio y la densidad del floc.

Es posible que la formacion del biofloc también dependa de la cantidad y frecuencia de
alimentacion brindada al sistema.

3. La biodegradacion del floc depende de la comunidad microbiana asociada a éste ya
sean bacterias, protozoos u otros organismos.

4. Finalmente, todos estos procesos pueden ser afectados por el ambiente y las
condiciones operativas como la temperatura, salinidad del agua, tasa de recambio del

agua, intensidad de mezcla, entre otros.

2.1.1 DINAMICA DEL BIOFLOC

Los sistemas intensivos de acuicultura son eficientemente utilizados para el cultivo de tilapia;
sin embargo una caracteristica intrinseca de estos sistemas es la rapida acumulacién de
residuos de alimentos debido a que los peces asimilan del 20 al 30 por ciento de nutrientes
provenientes de la alimentacion (Avnimelech 2007), materia organica y nitrdgeno inorganico,
produciendo niveles altos de amonio no ionizado el cual es téxico para los peces. Los residuos
organicos generados en la produccion (heces, mucus de los peces y residuos de raciones) son

desintegrados






y mantenidos en suspension dentro de los propios tanques, sirviendo como sustrato para el
desarrollo de las bacterias heterotroficas. Estas bacterias se encargan de la depuracion de la
calidad del agua, utilizando compuestos nitrogenados potencialmente toxicos para los peces
(como amonio, nitrito o nitrato) para la sintesis de proteinas y de la biomasa microbiana, que
enriquecen los bioflocs (Avnimelech 2011, De Schryver 2008, Ekasari 2010, Kubitza
2011)Esto es posible debido a que las bacterias heter6trofas se encargan de captar los
complejos nitrogenados liberados por los peces y los utilizan en su crecimiento, eliminando de
esta manera la toxicidad por amonio y nitritos (Ebeling, citado por Poleo et al. 2011). Para que
esto ocurra en forma eficiente, es necesario mantener adecuados niveles de oxigeno, pH y
alcalinidad en los tanques de cultivo. Otro punto importante es asegurar una relacion C: N
proxima a 20:1 en los residuos organicos presentes en el agua, lo que se realiza a través de la
adicion de una fuente de carbono y/o de la alimentacion de los peces con racion de bajo
contenido de proteina (Asaduzzaman, citado por Ladino et al. 2009, Kubitza 2011). La
relacion C: N de los residuos dependera mucho de los niveles de proteina del alimento
utilizado. Cuanto mayor sea el porcentaje de proteina, mayor sera el contenido de nitrégeno en
la racion, resultando en residuos con baja relacion C: N (Kubitza 2011). En los sistemas con
altos niveles de carbono disponible, en comparacion con nitrégeno (relacion C: N >15), las
bacterias utilizan el carbono para la formacion de nuevo material celular, sin embargo, ya que
las células microbianas estan hechas de proteina, éstas necesitan nitrégeno y utilizan el amonio
proveniente del agua (Avnimelech 2011). Esta dindmica se puede observar en la Figura 1 en la
cual ademéas de las reacciones generadas por las bacterias heterdtrofas también se realizan

procesos de  fotosintesis y  autétrofos que  contribuyen al  sistema.
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Figura 1: Dinamica del biofloc adaptado de Ulloa (2012).



Los peces excretan nitrdgeno amoniacal el cual se encuentra en proporciones directamente
relacionada a los niveles de proteina digerible consumida y a la calidad de la proteina, siendo
éste eliminado por branquias y rifiones principalmente como amonio y urea (Kaushik 2000;
De Croux et al. citado por El- Sherif y EI- Feky. 2008). EI amoniaco en su forma ionizada es
el méas toxico para los organismos acuaticos, ya que se puede difundir facilmente a traves de
las membranas celulares y es altamente soluble en liquidos. Puede causar el deterioro del
metabolismo, dafio a las branquias, higado, rifién, bazo y tejido de la tiroides en peces,
crustaceos y moluscos (Smart, citado por El- Sherif y EI- Feky. 2008). La acumulacion de
NH; y NO; en el sistema acuatico es controlado manteniendo una alta proporcion de Carbono:
Nitrogeno: Fdsforo mediante 3 vias de remocion de desechos nitrogenados en sistemas
acuaticos como se observa en la Fig. 1(Ulloa 2012):
e Heterétrofos (Bacterias en general).- Mediante la conversion directa a biomasa
bacterial.
e Autotrofico (Nitrobacterias).- Mediante el ciclo de nitrégeno, nitrificacion,
desnitrificacion (amonio-nitrito-nitrato).
e Foto autotréfico (Fitoplancton-Algas) aguas verdes.- Mejora el crecimiento-

fotosintesis y retira el nitrogeno.

Las relaciones fisico-quimicas favorecen la formacion de comunidades microbianas siendo los
factores que posiblemente influyen en esta formacion la temperatura, pH, turbulencia,

oxigeno disuelto, carga organica entre otros (Ochieng et al. 2014).

Los procesos desarrollados durante la conversion de proteinas microbianas se pueden observar
en la Figura 2, en donde los peces absorben el 25 por ciento de la proteina proveniente del
alimento, y del 75 por ciento restante de proteina que es eliminada el 20 por ciento proviene de
heces y alimento no consumido, el cual es descompuesto por organismos microbianos bajo
condiciones tanto aerébicas como anaerébicas (Azim y Litle, citado por Ochieng et al. 2014).
El proceso de descomposicion de materia organica bajo condiciones aerdbicas es mas rapido

que en condiciones anaerébicas (Reddy y Patrick, citado por Ochieng






et al. 2014). EI 80 por ciento restante de la proteina no absorbida se elimina como Urea o es
convertida a NH,4 o Urea siendo eliminado al cuerpo acuético. Este N, genera nuevas células
bacterianas que ascienden a un 40 a 60 por ciento de la materia organica metabolizada. Esto
debido a que la utilizacion de proteinas se eleva a un 45 por ciento en estanques de biofloc en
comparacion al 15 a 25 por ciento en estanques convencionales sin uso de biofloc
(Avnimelech et al. 2009; Avnimelech 2011). Gracias a éstos procesos de conversion, las
bacterias presentes en el biofloc generan como un sub producto de su metabolismo entre 60 a
600Kg. ha™ dia™ de proteina para los peces (Avnimelech, citado por Ochieng et al. 2014). Lo
cual genera que la proteina provista por el alimento sea consumida dos veces; en el alimento y

en los microorganismos (Avnimelech et al. 2009).

Relacion de conversion de proteina _
(1Kg de proteina en peces x proteina S'_St?mf"
en alimento) Sl Dinamico
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- Cultivos con Biofloc: 2

Alimento no
. CERO
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. /4 DE AGUA
\(". 1 R v .V
6 NH4 or NDO g L
-
wia) -
(75 % ) TAN (total amonia nitrogen « CCZ Nitrate = Nitrogen (mg/L)

BACTERIAS BACTERIAS ALGAS Y
HETEROTROFAS AUTOTROFAS FITOPLACTON

Consumo de nitrégeno



Figura 2: Procesos de conversion de proteina en un sistema de biofloc.
Adaptado Ulloa (2012)



2.1.2 VENTAJAS DEL USO DE UN SISTEMA DE BIOFLOC

Los sistemas de biofloc poseen una gran ventaja en comparacion con otros sistemas cerrados
debido a que puede ser producido de una manera sostenible reduciendo los costos de bombeo
de agua (Martinez 2008; Kuhn et al. 2011), se mejora el aprovechamiento de nutrientes
lograndose la obtencién de un factor de conversién de 1:1 (Ulloa 2012) en donde se utilizan
menores cantidades de alimento (Avnimelech 2007) en comparacién de otros sistemas los
cuales emplean 20 Ton/afio/reactor de alimento (Ulloa 2012), se reduce el volumen de los
efluentes, se previene la entrada de contaminantes biolégicos y patdgenos dado que el biofloc
contiene suficiente proteina, lipidos, hidratos de carbono y acidos grasos, que garantizan la
bioseguridad protegiendo asi a los peces de la variedad de enfermedades infecciosas (Ochieng
et al. 2014), ademas de minimizar el escape de los peces de cultivo al ambiente (Martinez
2008; Hargeaves, citado por Poleo et al. 2011).

2.1.3 USO DE BIOFLOC EN CULTIVO DE TILAPIA

El cultivo de peces en sistemas de biofloc es una derivacion de los sistemas de recirculacion
de agua, en los que no se utilizan ni filtros mecanicos, ni biolégicos convencionales y tampoco
se hace uso de recirculacion. El cultivo de tilapia bajo un sistema de biofloc promueve la alta
produccién, control de la calidad del agua y la reutilizacién de la proteina (Little, citado por
Ochieng et al. 2014).

La tecnologia de biofloc ha demostrado ser potencialmente efectiva para el cultivo de tilapia.
Esto debido a que el biofloc puede ser una fuente de alimento ya que los habitos alimenticios
de la tilapia permiten el consumo de la proteina microbiana generada (Castillo, citado por
Ladino et al. 2009), contribuyendo con casi el 50 por ciento del rendimiento de proteina en la
tilapia (Avnimelech 2007) observandose que los valores nutricionales del biofloc son mejores
que los proporcionados por los pellets (Jauncey, citado por Ochieng et al.2014). Permitiendo
obtener una produccion neta de 45 por ciento mas alta en comparacion con cultivos sin biofloc
(Azim, citado por Lujan 2011) pudiéndose cosechar una biomasa de tilapia de hasta 200 a 300
ton/ha (Avnimelech 2007) y observandose crecimientos de 0.5 a 800g en menos de seis meses

bajo este sistema (Zimmermann 2010).



2.2. CULTIVO DE TILAPIA

2.2.1 ASPECTOS GENERALES

La tilapia gris o tilapia del Nilo es una especie tropical (FAO 2009), omnivora y pez endémico
originario de Africa y el cercano Oriente, es de facil manejo, posee alta resistencia a
enfermedades y presenta una alta productividad (Castillo 2001). La ventaja principal de la
tilapia es su bajo costo de produccién, gran adaptabilidad, calidad de carne, fortaleza, facil
reproduccion y una rapida tasa de crecimiento llegando al peso comercial en un menor
intervalo de tiempo en comparacién a otras especies (Logato et al.2004; Gomez. citado por
Rodriguez, 2012).

La tilapia se alimenta de fitoplancton, perifiton, plantas acuaticas, pequefios invertebrados,
fauna béntica, desechos y capas bacterianas asociadas al detritus, pudiendo filtrar el alimento
que atrapa en las mucosas de la cavidad bucal (FAO 2009). Alcanza la madurez sexual
rapidamente generando una reproduccion no deseada ocasionando superpoblacion y bajas
ganancias de peso (Blazquez; citado por Botero et al. 2011). Empleando su energia en
productos sexuales y no en la produccion de musculo ademas la hembra incuba los huevos ya
fecundados en su boca en un periodo en el cual no se alimenta (Arboleda 2005). Las
caracteristicas aparentemente positivas de las tilapias como la maduracion precoz, la facilidad
de reproduccion, la realizacion de puestas frecuentes y mdaltiples y el elevado nivel de
cuidados parentales pueden formar tambien parte de la base de muchos desafios que se
presentan en los sistemas tradicionales de reproduccion de semilla de tilapia (Prieto et al.
2002).

En la mayoria de las especies de peces existentes en el mundo, la hembra presenta un mejor
desempefio con relacién al macho, pero sucede lo inverso con la tilapia. Independientemente

de la especie o linea de tilapia, la hembra invierte méas energia en reproduccion



y no para el crecimiento y, por ello, los machos crecen mas que las hembras y al doble de
velocidad, llegando a alcanzar un peso de 30 a 50 por ciento mayor (Castillo 2001; Popma,
citado por Logato et al. 2004; FAO 2009). La reproduccion incontrolada que conduce a
sobrepoblacion frena el crecimiento en los tanques de engorde y la reproduccion en los
tanques de reproduccion (Prieto et al. 2002).

Una mayor proporcion de hembras en el cultivo semi intensivo o intensivo, incrementa el
factor de conversion alimenticio y ocasiona poblaciones con longitudes heterogéneas en los
estanques, por lo que es conveniente trabajar s6lo con progenies masculinas (Torres et al,
2010). La produccién comercial de tilapia generalmente requiere del uso de poblaciones
macho mono sexadas (FAO 2009). Por este motivo la inversion sexual de la tilapia es una
etapa muy importante para su cultivo; esto se efectlia cuando los alevines no han desarrollado
el sexo fenotipico, debido a que este puede ser manipulado por administracion de hormonas
esteroides, ya sea por suplementos alimentarios, por inmersion o por transferencia sistémica
(Haniffa, citado por Botero et al. 2011).

2.2.2 INVERSION SEXUAL

El método de inversion sexual es la técnica de manipulacion genética no transgénica (Hahn et
al.2012). La determinacion sexual, es el resultado de la union de las células sexuales del
macho y de la hembra dando lugar a la recombinacion de los cromosomas sexuales de los
progenitores. Durante la ontogenia del aparato reproductor se presenta un periodo
indiferenciado en el cual el sexo esta preestablecido, pero no es evidente (Devlin, citado por
Torres et al. 2010). En la fase inicial de desarrollo tanto machos como hembras producen los
mismo esteroides, la diferencia estd en la capacidad de la diferenciacion sexual (Rowell,
citado por Hahn et al. 2012). EIl periodo de indiferenciacion fenotipica de la tilapia ocurre
hasta los quince dias después de la eclosion, lo que ha permitido la utilizacion de técnicas de
induccion hormonal para el cambio fenotipico del sexo (Hepher, citado por Botero et al.
2011). La testosterona (hormona sexual masculina) y los andrégenos atraviesan facilmente la
membrana celular y se unen a receptores intracelulares especificos (Almeida 2014). En la

produccién comercial de tilapias el proceso mas utilizado para la obtencion de
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progenies mono sexo, es la inversion sexual. Este procedimiento consiste en la aplicacion de
hormonas a las dietas de las larvas y alevinos antes de su diferenciacion sexual (a nivel de
gonada). Uno de los limitantes en el proceso de reversion sexual, es obtener una adecuada
cantidad de post larvas sexualmente indiferenciadas para iniciar el tratamiento hormonal

correspondiente (Prieto et al. 2002).

El medio ambiente tiene una gran influencia sobre la determinacion del sexo, siendo el factor
mas importante la temperatura, especialmente en especies termo sensitivas en los que estan
incluidos los ciclidos, lo que indica una fuerte interaccion entre la temperatura y el genotipo

(Sexo determinado por la temperatura) (Almeida 2014).

En la Tabla 1 se muestran resultados obtenidos de masculinizacion utilizando distintos tipos
de hormonas en el alimento suministrado a tilapias durante la etapa de inversion sexual por
diversos autores; en el cual se puede observar que el rango de masculinizacion obtenido
utilizando hormonas en el alimento es de 55 a 100 por ciento dependiendo de la especie,

tiempo y dosis suministrada.

2.2.3 HORMONA 17 METIL TESTOSTERONA

La hormona androgénica mas utilizada es la 17 alfa-metil testosterona (Daza et al. 2005). La
cual es un producto sintético, inactivado por la luz ultra violeta del sol y por altas temperaturas
(mayores a 60°C) (Meyer et al. 2003, FAO 2009). La 17 alfa-metil testosterona es un derivado
especial de la testosterona porque conserva su accion androgénica y es activa por via oral
(Almeida 2014).

En varias especies de peces es utilizada la reversion sexual inducida por hormonas esteroides
(Hunter, citado por Wassermann 2002, citado por Botero et al. 2011). La hormona 17 alfa
metiltestosterona es el androgeno que mas se emplea en los procesos a escala comercial, por
las ventajas que presenta este farmaco, como es la inmediata disolucion de sus cristales en el

alcohol.
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Tabla 1: Resultados de masculinizacion obtenidos de la eficiencia de inversién sexual

utilizando hormona 17 alfa metil testosterona.

Dosis de esteroide Tiempo de
Referencia Especie (mg/kg de alimento) tratamiento Resultado
g (dias)
Jalbert et al (1974) | O. niloticus Metil testr?];terona 40 60 100% machos
Metil testosterona
Tayamen y — 60mg/kg de 0
Shelton (1978) O. niloticus alimento. al 10% de 25,35y 59 100% machos
biomasa
Owusu- Frimpong A 50 mg de Metil . 0
y Nijjhar (1981) O. niloticus testosteronarkg 30 a mas cerca de 100%
Mainardes-Pinto et . 60 mg.de Metil 3 dia de 0
al. (2000) O. niloticus testosterona/ kg eclosion 98% machos
60 mg de Metil
testosterona / kg de
Hahn et al. (2001) | O. niloticus alimento /(40% 21 98% machos
proteina), 24 + 1°C *
50 mg
Hahn et al. (2001) | O. niloticus h%ot;nrﬁéi?fgﬁ c2|t4r?(t:0 21 67.75% machos
Logato et al 37.5 mg de Metil
(2090 2) O. niloticus | testosterona/kg (56% 35 100% machos
de proteina)
Jay-Yoon et al .
(1988) Mateen y O. niloticus 10 mg de Metil 97% machos
testosterona/kg
Ahmed (2007)
70 mg de Metil 95,4% dosis
I(\ggge%n y Ahmed O. niloticus | testosterona/kg (40% 25 inferiores menor de
proteina) machos
o 60 mg de Metil 0
Yasui et al. (2007) Tg sr::?(?tjiecsuge testosterona/kg, (27 + 28 97% machos
' 1°C)
Chakraborty y A 10 mg Metil 0
Banerjee (2009) O. niloticus testosterona/kg 21 100% machos

FUENTE: Adaptado de Hahn et al. 2012
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Se encuentra aprobada por la FDA de los EE.UU. EI 17 alfa metil testosterona (MT), se
caracteriza porque poseer el metil en el carbono 17 (Arboleda 2005). La hormona es activa
por via oral y es incorporada en la dieta a razon de 60mg por kilogramo de alimento (Green
citado por Pérez 2002).

Cuando la Metil testosterona es suministrada oralmente durante el tratamiento de la reversion
quimica del sexo, el 90 por ciento de la hormona es excretado en las 24 horas siguientes, y
solo tres semanas después menos del uno por ciento de la hormona permanece en el cuerpo del
pez (Marcillo et al, citado por Arboleda 2005). La hormona modifica directamente las
caracteristicas sexuales secundarias (Fenotipo), y tiene un efecto adicional sobre las génadas,
al afectar su normal desarrollo, pero en ningiin momento afecta el genotipo, por lo que los
individuos genéticamente mantienen la segregacion normal esperada en el momento de la
fertilizacion (Almeida 2014) lo que ocasiona una disparidad de longitudes tipica de machos y
hembras, pero con menor incidencia de enanismo (Phelps; citado por Castillo. 2001). Sin
embargo esta distribucion desigual, tanto del alimento como de hormona, da lugar a la

formacion de jerarquias (Bart, citado por Botero et al. 2011).

. INVERSION POR ALIMENTO CON HORMONA 17 ALFA METIL
TESTOSTERONA

Los andrégenos permiten el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios; comportamiento
reproductor; maduracion de los gametos en los machos; los andrégenos también contribuyen
al crecimiento general y a la sintesis de proteina tal como acontece en las proteinas
miofibrilares, presentado por la mayor masa muscular de los machos en relacién a las hembras
en muchos de los 38 vertebrados (Marcillo, citado por Almeida 2014). EI suministro oral de
androgenos ha permitido producir poblaciones con proporcion masculinas del 80 al 100 por
ciento, esta variacion es probable que se deba a las diferentes cantidades de alimento
hormonado que es consumido por los peces, proceso influido principalmente por el
procedimiento de alimentacion, la competencia por el alimento, la densidad y las

caracteristicas  hidraulicas del tanque de cultivo (Torres et al. 2010).
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Teniendo en cuenta que los alevines de tilapia recién eclosionados no tienen diferenciado su
tejido gonadal y los peces pequefios (menos de 14 mm de longitud) (Meyer et al. 2003)
inician su alimentacion alrededor de los tres dias después de haber reabsorbido todo su saco
vitelino, es en éste momento en el cual se debe de realizar el proceso de inversion sexual
(Arboleda, 2005) suministrando la hormona masculina 17 alfa metil testosterona a las tilapias

hembras en el alimento, permitiendo obtener machos fenotipicos (FAO 2009).

Popma y Green (1990) indican que el alimento con hormona debe ser preparado disolviendo
60 miligramos de la hormona 17 alfa metil testosterona en medio litro de alcohol al 95 por
ciento por cada kilogramo de alimento balanceado, siendo ésta la cantidad dptima con la cual
se obtiene un mayor porcentaje de machos (Popma y Green 1990; Pinto, citado por Arboleda.
2005). Posterior a la elaboracion de la solucion con hormona, ésta es mezclada con el alimento
de manera equitativa para finalmente ser distribuida de manera homogénea sobre una
superficie plana que permita la completa evaporacion del alcohol a temperatura ambiente en

un ambiente protegido de la luz solar.
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I1l.  MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR Y FECHA DE EJECUCION

La presente investigacion se realizd del 04 de Noviembre de 2013 al 22 de Enero de 2014, la
etapa de inversion sexual se desarrollo en las instalaciones de uno de los invernaderos del
Centro de Investigacion Piscicola (CINPIS) vy la fase de crecimiento para la evaluacion de
gonadas se realizd en el laboratorio humedo de acuicultura de la Facultad de Pesqueria de la
Universidad Nacional Agraria La Molina situada en el Distrito de La Molina, Lima — Peru.

3.2 ACONDICIONAMIENTO DEL SISTEMA

3.2.1 ELABORACION DE ALIMENTO CON HORMONA

Para la elaboracion del alimento con hormona se empled la metodologia de Popma y Green
(1990) empleando 60 mg de hormona diluida en 500 ml de alcohol (etanol al 95%) por cada
kilogramo de alimento comercial en polvo de 45 ciento de proteina (PURINA Tilapia) y un
tamafo de particula de 500 micras de diametro (Figura 3). Para el calculo de la cantidad de
alimento aproximado a utilizar durante el periodo experimental se utilizd una relacién de 250 a
400 g de alimento por cada 1000 alevinos (PRODUCE 2004; Popma, citado por Hahn et al.
2012) elaborandose 2000 g de alimento con hormona, culminando el proceso cuando la
mezcla se encontraba sin olor a alcohol (Figura 4). Posteriormente a su elaboracion se
mantuvo refrigerado durante todo el periodo experimental para evitar el deterioro de la

hormona.






B. Adicion de la hormona

C.- Homogenizado de alimento con hormona.

Figura 3: Proceso de elaboracion de alimento con hormona, a) pesado de alimento, b)
adicion de la hormona, ¢) homogenizado de alimento con hormona.

Figura 4: Proceso de secado
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3.2.2 UNIDADES EXPERIMENTALES

a. DESCRIPCION DE UNIDADES EXPERIMENTALES
Para la realizacion del experimento se utilizaron tanques de cemento previamente recubiertos
con pintura epoxica blanca implementados con un sistema de aireacion y de calefaccion, bajo

techo y en un ambiente con temperatura monitoreada.

b. INSTALACION DE UNIDADES EXPERIMENTALES
Para la instalacion de las unidades experimentales se procedi6 a llenar todos los tanques de
cultivo a 300 m3 de volumen real realizdndoles una marca al nivel indicado. De manera

aleatoria se asigno a cada tanque un tratamiento (Figura 5).

| e e e Tang. 8 Tang. 4

= | 1 | L

!!-x-i\\ - : E . Agua
Tang. 7 Tang. 3
Agua
clara Biofloc
Tang. 6 Tang. 2
Agua
Clara Biofloc
Tang. 5 Tanqg. 1

Agua

Figura 5: Asignacion de tratamientos en las unidades experimentales.

En la Figura 6-a se puede observar el tanque biorreactor, acondicionado un mes antes del
presente experimento con tilapias (3Kg /m3) alimentadas sin ninglin recambio de agua a una
relacion 10:1 C: N el cual se obtuvo la proliferacion de bacterias dando lugar al biofloc, en la
Figura 6-b se observa el tanque de agua clara proveniente de un pozo previamente reposado.

Ambos tanques fueron aireados y obtenidos del CINPIS.
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Figura 6: Biofloc y agua clara utjlizadps en tratamientos.

A B

Luego del llenado de los tanques se colocaron calentadores de 300 watts para mantener la
temperatura en los rangos optimos; también se colocaron dos piedras difusoras de 15y 20 cm,
las cuales fueron conectadas a un blower de 1/3 HP de potencia el cual genero la aireacion a

los sistemas de cultivo manteniendo en constante movimiento las particulas en suspension.

3.3 DESARROLLO DEL EXPERIMENTO

3.3.1 ETAPA DE INVERSION SEXUAL

La etapa de inversion sexual se inicid con 400 alevines por tanque con peso Yy longitud
promedio de 0.01 g. y 9.44 mm, respectivamente, y culmind luego de cuatro semanas. En esta
etapa se suministro el alimento previamente mezclado con hormona a una tasa de alimentacion
del 30 por ciento en tres raciones (8 am, 12 am y 4 pm) durante cuatro semanas. La tasa de
alimentacion no fue modificada durante el experimento para garantizar cantidades necesarias

para su consumo aun bajo el tratamiento de biofloc (T-2).
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Diariamente se realiz6 el recambio del 10 por ciento y semanalmente del 100 por ciento a los
tanques de agua clara (T-1) ademéas del sifone6 de heces y alimento no consumido, a
diferencia de los tanques de biofloc (T-2) en los cuales solo se repuso la pérdida de agua por
evaporacion. Se contabilizé el volumen del agua recambiada para estimar el porcentaje de

recambio durante toda la etapa experimental entre tratamientos.

Durante esta etapa se analizaron en el laboratorio de nutricion de la Universidad Nacional
Agraria La Molina los valores de proteina en cada uno de los tanques con tratamiento de
biofloc. Adicionalmente una vez a la semana se realizaron biometrias que permitieron ajustar
la racion diaria segtin el nimero de sobrevivientes y crecimiento de los alevines de acuerdo a

la siguiente metodologia:

a. EVALUACION DEL CRECIMIENTO

Semanalmente se tomo el 10 por ciento de la poblacion inicial, la cual fue pesada para
controlar el crecimiento y determinar asi la cantidad de alimento a proporcionar (Almeida
2014). Esta muestra consistio de 40 alevines de cada uno de los tanques, los cuales fueron
colocados en envases de plastico de un litro de capacidad y rotulados segun la procedencia de

los alevines tal y como se puede observar en la Figura 7.

Figura 7: Rotulado de envases de plastico.
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Los alevines fueron pesados por grupos de diez en una balanza analitica previamente tarada,
posteriormente se registraron los valores de peso segin procedencia de alevines y tratamiento.
Se utiliz6 un escalimetro graduado en milimetros para la medicion de las longitudes totales las

cuales fueron medidas individualmente.

Para evitar problemas por manipulacion en los alevines las mediciones fueron realizadas
rapidamente. Posterior a la medicion en grupo se calculé el peso promedio individual. El

incremento de peso se obtuvo con la siguiente formula (Cruz-Casallas et al. 2010):

Incremento de peso = (Peso final — Peso inicial)

b. SOBREVIVENCIA

Diariamente se registraron los alevines muertos observados de cada uno de los tanques, sin
embargo, estos valores solo fueron referenciales sobretodo en el caso de los tanques con
biofloc (T-2) debido a que la turbidez propia del tratamiento no permitié visualizar a los
alevines muertos. Al finalizar el experimento se contabilizaron los alevines totales de cada uno
de los tanques; con esta informacion se pudo obtener la tasa de sobrevivencia de acuerdo a la

siguiente férmula (Poleo et al. 2011):

T. supervivencia (%)= (N° de individuos finales x100)/N° de individuos iniciales

c. CALIDAD DE AGUA

El control de la calidad de agua de los tanques se realiz diaria y semanalmente antes de
proporcionar la alimentacion a los peces para luego proceder a la alimentacion segun los tres
turnos de alimentacién. Este monitoreo en la calidad del agua nos permiti6 manejar los

parametros adecuados para la inversion sexual, ademas de conocer el estado del biofloc.
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A los tanques del tratamiento de agua clara (T-1) se les realizd un recambio diario y semanal
del 10 y 100 por ciento respectivamente durante cuatro semanas, lo cual permitié mantener el
agua libre de algas que influyeran en la alimentacion y crecimiento de los peces (Hahn et al.
2012). A los tanques del tratamiento con biofloc (T-2) se les complet6 el volumen de agua
perdida por evaporacion, sin realizar algun recambio de agua para este tratamiento; tampoco
se le adiciond alguna fuente de carbono durante todo el experimento. Durante la etapa

experimental de inversion sexual se realizaron los siguientes analisis de calidad de agua:

e CONTROLES DIARIOS

Se realiz6 el monitoreo dos veces por dia a los parametros descritos en la Tabla 2.

Tabla 2: Parametros de calidad de agua temperatura (T°), oxigeno disuelto (OD),

potencial hidrégeno (pH) y sélidos sedimentables totales (SST) controlados diariamente.

Parametro Unidades Método Equipo

Temperatura (T°) °C Sensor de temperatura Oximetro YSI 550

mg/L y % de

Oxigeno disuelto (OD) saturacion Polarogréafico Oximetro YSI 550
Potencial Hidrégeno (pH) Electrodl(_)lf(PEI)—;A 4500- Oakton de mesa
Solidos sedimentables ml/L Sedimentacion Cono de Inhoff

totales (SST)

e CONTROLES SEMANALES

Semanalmente se tomaron muestras in situ del agua de los tanques experimentales para luego
ser llevadas a las instalaciones del laboratorio de limnologia de la Facultad de Pesqueria de la
Universidad Nacional Agraria La Molina en donde se procedié con el analisis de los

parametros descritos en la Tabla 3.
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Tabla 3: Parametros de calidad de agua N amoniacal, N nitritos, N nitratos controlados

semanalmente.

Pardmetro Unidades Meétodo Equipo

Espectrofotometro HACH modelo

N amoniacal mg/L APHA 4500-NH3 DR/2500.
i Espectrofotometro HACH modelo

N nitritos mg/L USEPA DR/2500.
N nitratos mg/L APHA 4500-NH3-E Espectrofotometro HACH modelo

DR/2500.

3.3.2 EVALUACION DE LA EFICIENCIA DE LA INVERSION SEXUAL

a.- CRECIMIENTO

Posterior al analisis de inversion sexual se seleccion6 una muestra de cada tanque para
permitir su crecimiento hasta los 35 milimetros; trasladandolos al laboratorio himedo de
acuicultura de la Facultad de Pesqueria en donde fueron ambientados ocho acuarios de vidrio
con agua clara donde se colocé un calentador con termostato y una piedra difusora para
mantener la temperatura entre 27 a 28°C y el oxigeno disuelto a saturacion. Colocandose un
promedio de 25 a 35 alevines por acuario siendo alimentados con una dieta comercial de 45
por ciento de proteina con tamafio de particula de 1 a 2 mm de acuerdo al tamafio aceptado por
los alevines. La alimentacion se realizd ad libitum en dos turnos (mafiana y tarde).
Previamente a la racion diaria se realizo el sifoned de heces y alimento no consumido del dia

anterior.
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b.- IDENTIFICACION DEL SEXO

Para la observacion de las gonadas fue necesario el sacrificio de las muestras de cada uno de
los tratamientos.
El procedimiento que se utilizd para la observacion consistié en los siguientes pasos:

- Se realiz6 una biometria de longitud total y peso de los individuos (Figura 8)

empleando un escalimetro en milimetros y una balanza digital marca OHAUS con

capacidad de 300g y 0.1 g de sensibilidad en donde fueron colocados sin agua.

Figura 8: Biometria final

- Para el examen microscopico se procedio al sacrificio de los individuos realizandoles
una incision en la zona dorsal seccionando la médula permitiendo una muerte rapida.
Posteriormente se realizd un corte utilizando un bisturi en la zona ventral desde la
papila genital hacia la base de la aleta pectoral cuidando que los 6rganos ni las gonadas
fueran perforadas.

- Una vez que los 6rganos fueron expuestos y las visceras fueron retiradas se agrego de
1 a 2 ml de formalina al 10 por ciento a las gonadas para cubrirlas, permitiendo asi la

fijacion de los tejidos gonadales.
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Las gbnadas fueron retiradas de la cavidad abdominal y colocadas en un porta objetos,

luego se les agregd unas gotas de Aceto — Carmin (Figura 9) segun el método de

Wasserman (2002).
Las gonadas coloreadas fueron observadas al microscopio para la observacion del

tejido ovarico, testicular o ambos, clasificAndose a los individuos en: hembra, macho o

inter sexo segun sea el caso.
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A.- Colocacion de goénadas en laminas

porta objetos

B.- Coloracion de gonada con Aceto -
carmin para su posterior observacion al

microscopio.

C.- Luego de 2 minutos de la tincion de
gonadas con Aceto - carmin, éstas son
observadas microscopio para la
determinacion del sexo seglun células

sexuales.

Figura 9: Fijacion de gonadas con el Método de Aceto — Carmin, a) gbnadas en laminas,

b) tincion con aceto carmin, c¢) luego de dos minutos génadas identificadas listas para su

observacion al microscopio.
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DISENO ESTADISTICO

3.4.1 CRECIMIENTO Y SOBREVIVENCIA

Debido a la naturaleza de los resultados, éstos fueron analizados utilizando la prueba de t de
student utilizando la opcion de analisis de datos del programa Excel de Microsoft 2007. Para
el analisis de sobrevivencia se utilizaron los valores iniciales y finales del experimento para

cada uno de los tratamientos.

3.3.3 EVALUACION DE INVERSION SEXUAL

La evaluacion de la inversion sexual se realizé a un tamafio de muestra determinado con un
margen de error de no mas del siete por ciento y un riesgo del cinco por ciento mediante la
prueba de comparacion de dos proporciones encontrandose la proporcion sexual entre los T-1

y T-2 de acuerdo a la siguiente formula (Departamento de Estadistica e Informatica 2008).

pl—p2

1 1
P4 77tz

Z calculado =

Donde:
- pl: Proporcion de machos de tratamiento agua clara (T-1).
- p2: Proporcion de machos de tratamiento biofloc (T-2).
- q=1-p
- nl: NUmero total de alevines tratamiento agua clara (T-1).

- n2: Namero total de alevines tratamiento biofloc (T-2).
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IV RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CRECIMIENTO Y SOBREVIVENCIA DE ALEVINES

411 CRECIMIENTO

Los resultados de longitud y peso promedio al finalizar la inversion sexual fueron de
19.72 + 264mm y 0.13 + 0.07g y17.89 + 1.46 mm y 0.09 + 0.0l gparaT-1y T-
2 respectivamente; no se observaron diferencias significativas (p > 0.05) entre ambos
tratamientos. Las Figuras 10 y 11 muestran las curvas de crecimiento en longitud y peso
por tratamiento durante la etapa experimental. La variacidn de crecimiento total (longitud y
peso promedio) fue de 8.397 + 3.65 mm y 0.112 £ 0.05 gy 6.433 £ 2.87 mm y 0.068 +
0.03 g para T-1y T-2 respectivamente.
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Figura 10: Curva de crecimiento en longitud (mm) para los tratamientos (T-1y T-2)

durante la etapa experimental.
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Figura 11: Curva de crecimiento en peso (g) para los tratamientos (T-1y T-2)

durante la etapa experimental.

Los resultados de las Figuras 10 y 11 a pesar de no presentar diferencias significativas (p
>0.05) muestran que los valores promedio de crecimiento de T-1 de las dos uUltimas
semanas son mayores en comparacion a los valores observados de T-2 lo cual podria
indicarnos que hubo un mejor crecimiento en T-1 durante la etapa experimental. Esto
podria deberse a una mayor alimentacion del biofloc en el T-2 reflejado en la caida de SST
(Figura 12) para este periodo el cual pudo haber sido facilmente consumido por el tamafio
de particula menor al recomendado para esta etapa (Nakaghi et al. 2009; Avnimelech
2011) y su continua disponibilidad en comparacion a la del alimento formulado
(Avnimelech 2011) con una tasa de alimentacién constante y su entrega en tres raciones
diarias. Sin embargo es posible que el biofloc con un contenido de proteina entre 20 y 29
por ciento (Tabla 4) pudo no haber proporcionado los valores recomendados de proteina
cruda del 50 por ciento para el crecimiento de herbivoros/omnivoros como la tilapia
(Webster y Lim, citado por Ochieng et al. 2014).

Tabla 4: Valores de proteina (Nitrogeno * 6.25) del biofloc en los cuatro tanques

experimentales con tratamiento de biofloc.

N° Tanque Contenido de nitrégeno (%o) % Proteina N*6.25
2 3.612 22.58
3 4.354 27.21
5 4.788 29.93
8 4.354 27.21
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4.1.2 SOBREVIVENCIA

Los resultados de sobrevivencia durante el periodo experimental de inversion sexual para
el T-1y T-2 fueron de 52 +24.5 y 61+ 19.01 por ciento, respectivamente, tal como se
puede observar en la Tabla 4, estos no mostraron diferencias significativas (p>0.05). Los
valores obtenidos son menores a los registrados por diversos autores los cuales obtuvieron
valores de 70 a 99 por ciento de sobrevivencia (Watanabe et al., citado por Castillo 2001;
Popma y Green. 1990; Kubitza 2011). Esto se podria deber a que durante la etapa de
inversion sexual, momento en el cual los alevines son mas propensos a altas mortalidades
en comparacion con otras etapas, se realizd una excesiva manipulacion de los alevines para
la obtencion de datos biométricos semanales, asi como recambios totales realizados en el
caso de T-1, ocasionandoles estrés y posiblemente muerte. Esto pudo observarse sélo al
final de la etapa experimental al hacer el conteo total de individuos por tanque y

tratamiento.

Tabla 5: Tasa de sobrevivencia de la inversion sexual.

Tratamiento T-1 T-2
N° peces inicio 400 400
N° peces final 209 244

Tasa de sobrevivencia

(porcentaje) 52.25() 61(2)

(a) Letras iguales no muestran diferencias significativas.

a.- PARAMETROS DE CALIDAD DE AGUA

En la Tabla 5 podemos observar los parametros de cultivo, los cuales no mostraron
diferencias significativas (p>0.05) para ambos tratamientos. La temperatura promedio para
el T-1y T-2 fueron 28.11 + 1.04°C y 27.86 + 0.45°C respectivamente; observandose una
variacion promedio de 0.25 + 0.18°C entre ambos tratamientos. Los valores promedio de
oxigeno disuelto para el tratamiento con agua clara (T-1) fueron 7.45 + 0.24mg/l y para el

tratamiento con biofloc (T-2) fueron de 7.38 + 0.12 mg/I, éstos valores de oxigeno disuelto
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hallados durante el experimento fueron éptimos para la especie. Los resultados de pH
promedio durante la investigacion se encuentran en el rango de 8.34 + 0.05 y de 8.25 +
0.08 para T-1 y T-2 respectivamente siendo éstos valores aceptables para la etapa de
inversion sexual en tilapias (Boyd, citado por Borrovich 2010). Debido a que los valores
de temperatura, pH y oxigeno se encontraron dentro de los rangos éptimos en ambos
tratamientos durante la inversion sexual es posible indicar que éstos pardmetros no
afectaron en el crecimiento asi como en la mortalidad de los peces haciendo posible la
utilizacion de un sistema de biofloc (sistema cerrado) para la inversién sexual con la

ventaja de una menor utilizacion en el consumo de agua.

Tabla 5: Valores promedio, maximo, minimo y desviacion estandar para cada
tratamiento (T-1 y T-2) durante el periodo experimental de los paradmetros de
temperatura (°C), oxigeno disuelto (OD) y potencial hidrégeno (pH).

Temperatura Oxigeno oH
(°C) (mg/1)

Promedio 28,11° 7,45° 8,34°

T1 Méaximo 30.09 8.08 8.45
Minimo 26.9 6.59 8.25

Desviacion estandar 1,04 0,24 0,05

Promedio 27,86° 7,38 8,25°

T-2 Maximo 29.6 7.03 8.67
Minimo 26.41 6.59 8.01

Desviacion estandar 0,45 0,12 0,08

Valores con la misma letra no muestran diferencias significativas.

o TEMPERATURA (°T)

Las temperaturas minimas y maximas de ambos tratamientos se encontraron dentro del
rango optimo de 25 a 35°C (Boyd, citado por Pérez. 2002; Alamilla; citado por PRODUCE
2004; Ramos et al. 2006) y por debajo de los rangos superiores letales de 38,5 - 42°C
(FAO 2009; Baras, citado por Hahn et al. 2012). En los tratamientos se observaron
variaciones de temperatura (Figura 12) probablemente debido a la ubicacion de los
tanques, los cuales se encontraron en algunos casos, cerca de una ventana del invernadero
en la cual incidieron directamente los rayos solares generando un aumento de la

temperatura de alguno de los
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tanques del sistema de cultivo, sobre todo en los tanques de agua clara los cuales presentan

valores maximos de temperatura de 30.09 °C y una mayor desviacion estandar de 1.04.
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Figura 12: Variacion de temperatura promedio (°C) por tratamiento durante la etapa

de inversién sexual.

Durante el periodo experimental debido a que la temperatura promedio para ambos
tratamientos se encontraba entre 27 a 30°C es posible indicar que la temperatura no fue un

factor que influyera en el desarrollo del biofloc (Avnimelech 2009).

e OXIGENO DISUELTO (OD)

Para el tratamiento con agua clara (T-1) se registraron valores max. 8.08 mg/l y min.6. 59
mg/l y para el tratamiento con biofloc (T-2) valores Max. 7.03 mg/l y Min. 6.59 mg/I, tal y
como se puede observar en la Figura 13 y en la Tabla 5. Los valores registrados para los
tratamientos T-1y T-2 se encuentran dentro del rango de 6.38mg/l a 8.44mg/l valores que
permiten obtener un adecuado crecimiento de los peces durante la etapa de inversion
sexual (Pérez 2002).
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Figura 13: Oxigeno disuelto promedio (mg/l) por tratamiento durante la etapa de

inversion sexual.

El oxigeno en promedio durante la etapa experimental se mantuvo siempre sobre los 4mg/|
permitiendo un adecuado ritmo metabdlico y consumo de alimento constante (Ramos
2006; Espejo 2012). Las variaciones de temperatura afectan directamente la tasa
metabolica, mientras mayor sea la temperatura, mayor seré la tasa metabdlica aumentando

el consumo de oxigeno (Poot, citado por Pallares et al. 2012).
e Potencial hidrégeno (pH)
Los valores de pH promedio fueron de 8.34 y 8.25 para T-1 y T-2 respectivamente lo cual

se puede observar en la Figura 14. Estos se encontraron dentro del rango aceptable para O.

niloticus (Boyd, citado por Borrovich 2010).
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Figura 14: Variacion diaria de pH promedio por tratamiento durante la inversion

sexual.
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Borrovich (2010) registr6 valores diarios promedio de pH por debajo de 9 para el
tratamiento con temperatura elevada y aireacion constante y valores por encima de 9 para
el tratamiento con temperatura ambiental sin aireacion permanente. Los valores registrados
durante el presente experimento para ambos tratamientos se encontraron por debajo de 9,
éstos se mantuvieron con temperaturas promedio de 28.11 para T-1y 27.86 para T-2 en los

cuales la aireacion mecanica fue constante durante todo el experimento.

e Solidos sedimentables totales (SST)

Los valores minimos y maximos promedio registrados de SST fueron de 12.44 y 23.13 ml/I
respectivamente. Observandose en la Figura 15 que durante la etapa experimental
existieron caidas en los valores promedios probablemente a la ausencia de oxigeno durante
un periodo de 2 horas aproximadamente debido a la suspension de la aireacién para la
captura de los peces durante la biometria interrumpiendo los procesos de la comunidad
bacteriana en el biofloc. Los incrementos después de estas disminuciones se dan debido al
incremento de la racion (nueva biomasa) y de las condiciones de aireacion que permiten la
suspensién y generacion de nuevos solidos semana a semana, sin embargo, se observa que
durante la tltima semana experimental los valores de sdlidos disminuyeron probablemente
a un mayor consumo por parte de los alevines y a una demanda de carbono exdgeno en el
sistema ya que no fueron adicionadas fuentes externas de carbono. No se cuenta con

valores del dia 11 de noviembre debido a problemas externos al experimento.
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Figura 15: Dindmica de los sélidos sedimentables totales (SST) durante la inversion

sexual.
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e Amoniaco (NH3)

Los valores de NHj3 fluctuaron entre 0.10 a 0.28 mg/l y 0.32 a 0.79 mg/l para T-1 y T-2
respectivamente encontrandose por debajo del limite critico de 2 mg/l (FONDEPES 2004).
La falta de adicion de fuente de carbono externa afecto de manera significativa (p<0.05) la
dinamica del biofloc entre ambos tratamiento durante la etapa experimental, reflejandose
en la variacion de NH; (Figura 16), siendo un producto de excrecion que en su forma no
ionizada es un elemento toxico. Estos valores de NH3 al no encontrarse dentro del rango
Optimo de cultivo entre 0.01 y 0.1 mg/l (FONDEPES 2004) podrian haber generado una
reduccion en el crecimiento de los alevines lo cual explicaria que en el caso de T-2 el
crecimiento fuera menor numéricamente en comparacion a T-1. Los valores mas altos
observados corresponden a los tanques de T-2 durante la tercera semana en la cual existe

una diferencia numérica en el crecimiento entre tratamientos.
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Figura 16: Variacion de amoniaco (NH3) (mg/l) durante la inversion sexual.

Letras distintas entre tratamientos indican diferencias significativas.

4.2 VALUACION DE LA INVERSION SEXUAL

Posterior al tratamiento hormonal y luego de cinco semanas se observo que el peso y
longitud promedio total de los peces en las muestras del tratamiento T-1 fue de 5.24 gy 67
mm y del tratamiento T-2 fue de 4.77 g y 60.5 mm respectivamente (Anexo 6).
Observandose que las hembras, machos e intersexo de ambos tratamientos tuvieron una

longitud promedio similar (Tabla 7).
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En las muestras observadas se encontraron cuatro hembras, un intersexo, y 123 machos
para el T-1 y cinco hembras, dos intersexos y 143 machos para el T-2 (Figura 17)
obteniéndose un 96 por ciento de machos para cada tratamiento y uno por ciento de
intersexos para ambos tratamientos sin existir diferencias significativas (p>0.05) entre
ambos. Debido a que los individuos intersexo no tienen la capacidad de reproducirse
(Popma y Green 1990) es posible adicionar al valor de masculinizacion obtenido el uno por
ciento de intersexos de T-1 y T-2 resultando un valor de 97 por ciento promedio de
masculinizacion para ambos tratamientos. Encontrandose dentro del rango de 95 a 100 por
ciento de machos esperados (Pérez 2002; Martinez, citado por Castillo 2001; Marcillo,
citado por Arboleda 2005).

El valor promedio obtenido de 97 por ciento de masculinizacion entre ambos tratamientos
difiere a resultados mencionados por otros autores de hasta valores del 100 por ciento,
siendo atribuida esta diferencia al nimero de raciones entregadas (tres) en la inversion
sexual recomendandose un mayor niamero de raciones para una mayor distribucion del
alimento y una mejor eficiencia (Landivar 1989; Meyer et al.2003; Logato et al. 2004;
Carrio, citado por Almeida 2014). Teniendo en cuenta la importancia del tiempo y forma

de distribucion del alimento.

Finalmente podria indicarse que es posible realizar la inversion sexual de alevines de
tilapia gris bajo un sistema de biofloc obteniendo valores de masculinizacion aceptables y
con longitudes promedio similares a los de un cultivo con agua clara, sin embargo, es
importante manejar una adecuada relacion Carbono: Nitrégeno que permita el desarrollo y
estabilidad del biofloc asi como también una entrega del alimento en mayor cantidad de
raciones diarias que permitan asegurar su consumo obteniendo mejores porcentajes de

masculinizacion
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V CONCLUSIONES

No existieron diferencias significativas (p>0.05) en la evaluacion de la
masculinizacion entre tratamientos lo cual indica que bajo el sistema trabajado el
biofloc no interfiere en la inversion sexual de Oreochromis niloticus.

Respecto al crecimiento no se observaron diferencias significativas entre
tratamientos, sin embargo, numéricamente existio un menor crecimiento en los
alevines de T-2 en comparacion con los de T-1 después de la segunda semana de
tratamiento, debido posiblemente al consumo del biofloc y alimento balanceado,
teniendo el biofloc un contenido de proteina (20 - 29 por ciento) inferior al
recomendado para la especie en esta etapa.

Los valores de temperatura, oxigeno y pH para los tratamientos T-1 y T-2 se
encontraron dentro de los rangos dptimos para la inversion sexual sin afectar los
resultados obtenidos de masculinizacion.

Los valores de amoniaco (NH3;) durante el periodo experimental fueron mayores en
T-2 que en el T-1. Observandose la necesidad de la adicion de Carbono a partir de
la segunda semana de inversion sexual para el mantenimiento del sistema de
biofloc.

El uso de un sistema de biofloc para la etapa de inversion sexual permiti6 utilizar
cuatro veces menos el volumen para el cultivo comparado con un sistema
tradicional.
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VI RECOMENDACIONES

1. Se recomienda en futuras investigaciones realizar pruebas de densidades para
conocer cuél seria la mejor densidad en el Sistema de Biofloc que permita una
mayor obtencién de alevines machos.

2. Es recomendable analizar los valores nutricionales del biofloc que permita
brindarle al sistema la fuente necesaria de carbono y nitrégeno para la produccién
de proteina microbiana y asegurar una adecuada composicion nutricional del
biofloc para el cultivo.

3. Se recomienda para la etapa de inversion sexual determinar una adecuada relacion
de C:N que permita mantener estables los niveles de sélidos sedimentables
suspendidos proporcionando las cantidades adecuadas de proteina al sistema y por

ende no influya en el crecimiento de los alevines.
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o VIII ANEXOS

Anexo 1
Longitud y peso segun sexo de T-1

Tanque 1 Tanque 4 Tanque 6 Tanque 7
° Peso Long. Peso Long. Peso Long. Peso Long.
S S S Sexo
"0 @) €M [ @) m | " (@) m | >*° (g) (m)

1 Macho 8.5 8 |Macho 2.7 57 | Macho 89 85 |Macho 16 10
2 Macho 94 82 |Macho 43 65 | Macho 8.8 85 |Macho 9.3 85
3 Macho 108 89 |[Macho 3.2 6.2 Macho 8.2 8.1 [Macho 7.3 75
4 Macho 84 8.2 |Macho 4.1 6.7 Macho 8 7.7 |Macho 7.9 8
5 Macho 59 7.2 [Macho 59 74 | Macho 53 7.2 |Macho 7 7.7
6 Macho 32 57 |Macho 2.6 56 | Macho 3.7 6 |Macho 69 7.5
7 Macho 4.2 6.6 |[Macho 34 6.1 Macho 1.8 5 |Macho 65 7.1
8 Macho 48 6.5 |Macho 2.1 5.3 |Intersexo 24 53 |Macho 57 7.4
9 Macho 105 88 [Macho 23 54 | Macho 28 58 |Macho 76 7.2
10 Macho 7.7 7.8 [Macho 59 6.8 | Macho 24 55 |Macho 65 7.5
11 Macho 129 9.2 |Macho 4.4 6.6 | Macho 3 6 |Macho 66 7.4
12 Macho 7.4 7.9 [Macho 4.1 6.7 | Hembra 1.9 5 |Macho 65 7.5
13 Macho 9.1 85 |Macho 28 58 | Macho 48 6.7 |Macho 55 7.1
14 Macho 10.2 8.6 [Macho 29 5.8 | Macho 4 6.4 |[Macho 56 6.8
15 Macho 54 6.7 |[Macho 19 5.2 Macho 35 5.9 |[Macho 5.7 7
16 Macho 10.6 8.6 |[Macho 35 5.7 Macho 65 7.2 [Macho 49 6.8
17 Macho 11.1 9 |Macho 55 7.2 Macho 35 59 |Macho 4.7 6.4
18 Macho 115 8.8 |[Macho 2.2 53 |Hembra 17 4.9 |Macho 3.4 6
19 Macho 2.7 54 |Macho 27 56 | Macho 54 7.1 |Macho 3.7 6.1
20 Macho 7 75 |Macho 25 56 | Macho 45 6.4 |[Macho 3.8 6
21 Macho 4.1 6.3 |Macho 2.6 5.7 Macho 4.7 6.7 |[Macho 3.3 5.3
22 Macho 25 53 |Macho 7.7 8 Macho 2.7 5.6
23 Hembra 4 6.2 [Macho 19 5.1 Macho 2.2 5.2
24 Macho 33 56 |Macho 4.8 6.6 | Macho 3 55
25 Macho 3.2 56 [Macho 3.7 6.4 Macho 24 54
26 Macho 2.3 5.3 Macho 2.6 55
27 Macho 1.4 4.8 Macho 2.6 5.8
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28 Macho 1.9 4.9 | Macho 2.2 5.5
29 Macho 1.9 5.1 | Macho 1.7 5
30 Macho 3.2 5.8
31 Macho 3.7 6.4
32 Macho 2.2 5.3
33 Macho 3.3 6.4
34 Macho 2.5 5.6
35 Hembra 1.6 5
36 Macho 1.8 5.1
37 Macho 3.6 6.5
38 Macho 3.8 6.3
39 Macho 4.1 6.6
40 Macho 2.3 55
41 Macho 6.3 6.7
42 Macho 6.4 7.6
43 Macho 2.8 5.8
44 Macho 1.5 4.9
45 Macho 3.6 6.4
46 Macho 4.7 6.8
47 Macho 3.5 6.3
48 Macho 2.7 5.8
49 Macho 2.2 5.4
50 Macho 6.6 7.1
51 Macho 6.9 7.5
52 Macho 2.6 5.8
53 Macho 4.2 6.5
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Anexo 2

Longitud y peso segun sexo de T-2.

Tanque 2 Tanque 3 Tanque 5 Tanque 8
° Peso Long. Peso Long. Peso Long. Peso Long.
S Sexo Sexo Sexo
PO @ em [P @ m | ¢ @) (m) (9) (cm)

1 Macho 108 9.1 [Macho 18.4 10.5 | Macho 7.1 8 Macho 7.2 7.8
2 Macho 84 84 |Macho 11.2 8.8 | Macho 7.3 8 Macho 115 8.9
3 Macho 38 3.8 |[Macho 8.4 8 Macho 6.7 7.5 | Macho 105 9
4 Intersexo 8.1 81 [(Macho 7.3 7.6 | Macho 46 6.8 | Macho 95 8.6
5 Macho 98 98 |[Macho 7.7 7.7 | Macho 3.1 59 | Macho 81 7.8
6 Macho 6.9 69 |[Macho 7.1 75 | Macho 4.8 69 | Macho 89 84
7 Macho 42 42 |Macho 7 7.7 | Macho 4.9 7 Macho 10.1 8.7
8 Macho 25 25 |Macho 5.6 7 Macho 24 54 | Macho 10.8 8.7
9 Macho 59 59 |[Macho 7.2 7.6 |Hembra 55 6.8 | Macho 55 7.2
10 Macho 82 8.2 |Macho 3.7 6.5 | Macho 4.2 6.7 | Macho 4.8 7
11 Macho 51 51 |Macho 6.2 7.1 | Macho 27 59 |Hembra 57 7.1
12 Macho 6.8 6.8 |Macho 48 6.8 | Macho 1.8 5 Macho 7.3 6.2
13 Macho 2.7 2.7 |Macho 48 6.8 | Macho 2 53 | Macho 5 6.8
14 Macho 3.1 3.1 |Macho 39 65 | Macho 14 45 | Macho 43 7.6
15 Macho 10.3 10.3 |Macho 19 4.9 | Macho 3.7 6.5 |Hembra 44 6.8
16 Macho 29 2.9 [Macho 3.3 6 Macho 2.1 52 | Macho 4.1 6.8
17 Macho 44 44 |Macho 3.3 6.1 | Macho 23 54 | Macho 39 6.5
18 Macho 9.1 9.1 |Macho 3 5.7 | Macho 3.5 6 Macho 35 6.2
19 Macho 55 55 |Macho 65 4.2 | Macho 3.2 6 Macho 6 3.8
20 Macho 75 7.5 |Macho 25 54 | Macho 28 59 | Macho 4.1 6.2
21 Macho 39 39 |Macho 28 55 | Macho 1.7 49 |Hembra 19 5.1
22 Macho 23 2.3 |Macho 2.1 5 Macho 4.3 6.8 | Macho 34 6.2
23 Intersexo 58 5.8 |Macho 3.7 6.1 | Macho 2.2 5.2 | Macho 6.6 5
24 Macho 2.8 2.8 [Macho 3.3 6 Macho 38 6.6 | Macho 2.7 5.8
25 Macho 35 35 |Macho 16 45 | Macho 44 6.9 | Macho 19 49
26 Macho 21 2.1 [Macho 7 76 | Macho 3.7 65 | Macho 23 5.6

27 Macho 55 55 Macho 53 7.3 | Macho 3.1 5.8
28 Macho 26 2.6 Macho 2.2 52 | Macho 4.4 6.8
29 Macho 7.1 7.1 Macho 2.2 53 | Macho 4.1 6.2
30 Macho 24 24 Macho 2.2 53 | Macho 4 6.4
31 Macho 2.7 27 Macho 49 7.1 | Macho 2.3 55
32 Macho 22 22 Macho 1.8 5 Macho 2.1 5.2
33 Macho 15 15 Macho 16 49 | Macho 2.6 5.7
34 Macho 7.7 82 | Macho 3.8 6.5

35 Macho 3.7 6.2 | Macho 24 55
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36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
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Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Hembra
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho

3.2
2.2
2.2
1.5
7.3
2.9
2.9

2.2

4.1
2.7
2.2
2.1
1.8
1.9
4.5
3.8

5.5
5.4
4.2

D O OO

5.5

6.6
5.8
54
54
5.3
5.1
4.6
1.8

Macho 2.4
Macho 1.6
Macho 1.6

5.3
4.8
4.8






Anexo 3
Pruebas estadisticas para valores de crecimiento.

e Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales — Peso.

Agua clara Biofloc
(T-1) (T-2)
Media 0.07793186 0.05682496
Varianza 0.00630999 0.00233633
Observaciones 2 2
Varianza agrupada 0.00432316
Diferencia hipotética de las medias 0
Gados de libertad 2
Estadistico t 0.32101373
P(T<=t) una cola 0.38932008
Valor critico de t (una cola) 2.91998558
P(T<=t) dos colas 0.77864016
Valor critico de t (dos colas) 4.30265273

e Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales — Longitud.

Aguaclara  Biofloc
(T-1) (T-2)

Media 15.5203125 14.9646875
Varianza 35.2537549  24.556908
Observaciones 2 2
Varianza agrupada 29.9053314

Diferencia hipotética de las

medias 0

Gados de libertad 2

Estadistico t 0.10160322

P(T<=t) una cola 0.46417019

Valor critico de t (una cola) 2.91998558

P(T<=t) dos colas 0.92834038

Valor critico de t (dos colas) 4.30265273
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Anexo 4

Pruebas estadisticas para valores de sobrevivencia

e Prueba F para varianza de dos muestras.

T-1 T-2

Media 304.625 322
Varianza 18192.7813 12168
Observaciones 2 2
Gados de libertad 1 1
F 1.49513324

P(F<=f) una cola 0.43641263

Valor critico para F (una

cola) 161.447639

e Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

T-1 T-2
Media 304.625 322
Varianza 18192.7813 12168
Observaciones 2 2
Varianza agrupada 15180.3906
Diferencia hipotética de las medias 0
Gados de libertad 2
Estadistico t 0.14102085
P(T<=t) una cola 0.45038765
Valor critico de t (una cola) 2.91998558
P(T<=t) dos colas 0.9007753
Valor critico de t (dos colas) 4.30265273
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Anexo 5

Calculo de valores para prueba de comparacion de dos proporciones.

Agua clara Biofloc
pl 0.9609 p2 0.9533
ql 0.03906 g2 0.04667
nl 128 n2 150
Z calculado | 0.3107
Z critico +1.96
o 0.05
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