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RESUMEN

La produccion comercial de hortalizas con fruto en sistemas acuapdnicos ha presentado
problemas en deficiencias nutricionales, debido a su alta exigencia nutricional. En esta
investigacion se propuso aislar e identificar Bacillus spp. como bacteria mineralizadora
de fitato, y evaluar dos aportes nutricionales: solucion organica mineralizada con Bacillus
sp. y solucion hidropdnica en un sistema acuaponico tilapia (Oreochromis niloticus) —
tomate (Solanum lycopersicum L.). Para ello, las bacterias fueron aisladas de los solidos
sedimentables de un sistema acuaponico comercial implementando dilusiones seriadas en
medio liquido LB e identificadas molecularmente a través de la amplificacion del gen 16
sRNA; posteriormente se evaluo in vitro su capacidad de mineralizar el fitato en diferentes
condiciones de oxigeno (0 rpm y 200 rpm) y temperatura (24 y 37 °C). En la segunda fase,
la solucién mineralizada por Bacillus sp. fue evaluada como complemento nutricional
junto con la solucion hidroponica de fertilizantes y sin complemento nutricional. Los
resultados indican que 2 cepas puras de Bacillus sp. poseen capacidad de mineralizar
fitato, en condiciones de 200 rpm y 24 °C, aumentando la mineralizaciéon de PO4 y Ca,
principalmente. La condicion 0 rpm y 24°C favorece el incremento de K, mientras que la
condicion de 200 rpm y 24°C, con y sin Bacillus sp., favorece el incremento de S, Mg y
Fe. En la fase se campo, los complementos nutricionales (solucion organica con Bacillus
sp. cepa Sp-6 y solucidon hidroponica) incrementaron el crecimiento y rendimiento en
tomate indeterminado en un periodo de cultivo de 103 dias (siete cortes), sin haber
diferencias significativas entre ambos. Ademas, la calidad comercial y nutracéutica fue
similar entre los tres tratamientos. A partir de los resultados, se concluye que la liberacion
de dichos elementos puede ser utilizados en solucion para complementar la nutricion de
las plantas de tomate indeterminado cultivadas en sistemas acuaponicos, que lo hardn mas
productivo y eficiente en el uso del agua, en comparcién a un sistema sin complemento
nutritivo. Sin embargo, es posible mejorar la nutricién de las plantas de tomate al aplicar

Fe, K y Mg en la solucién nutritiva, sin afectar la produccion y salud de la tilapia.

Palabras clave: Mineralizacion, fitato, dinamica de nutrientes, tilapia, y tomate.
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SUMMARY

The commercial production of vegetables with fruit in aquaponic systems has presented
problems in nutritional deficiencies, due to its high nutritional requirement. In this
research, we have proposed to isolate and identify Bacillus spp. as a phytate mineralizing
bacterium, and evaluate two nutritional contributions: mineralized organic solution with
Bacillus sp. and hydroponic solution in an aquaponic tilapia system (Oreochromis
niloticus) - tomato (Solanum lycopersicum L.). For this, the bacteria were isolated from
the sedimentable solids of a commercial aquaponic system, implementing serial dilutions
in LB broth medium and identified molecularly through the amplification of the 16 SRNA
gene; Subsequently, its ability to mineralize phytate in different oxygen conditions (0 rpm
and 200 rpm) and temperature (24 and 37 °C) was evaluated in vitro. In the second phase,
the solution mineralized by Bacillus sp. It was evaluated as a nutritional supplement
together with the hydroponic fertilizer solution and without nutritional supplement. The
results indicate that 2 pure strains of Bacillus sp. have the capacity to mineralize phytate,
in conditions of 200 rpm and 24°C, increasing the mineralization of PO4 and Ca, mainly.
The condition 0 rpm and 24°C favors the increase of K, while the condition of 200 rpm
and 24°C, with and without Bacillus sp., favors the increase of S, Mg and Fe. In the field
phase, the nutritional complements (solution organic with Bacillus sp. strain Sp-6 and
hydroponic solution) increased the growth and yield in indeterminate tomatoes in a culture
period of 103 days (seven cuts), without significant differences between them. In addition,
the commercial and nutraceutical quality was similar among the three treatments. From
the results, it is concluded that the release of these elements can be used in solution to
supplement the nutrition of indeterminate tomato plants grown in aquaponic systems,
which will make it more productive and efficient in the use of water, compared to a system
without nutritional supplement. However, it is possible to improve the nutrition of the
tomato plants by applying Fe, K and Mg in the nutrient solution, without affecting the
production and health of the tilapia.

Keywords: Mineralization, phytate, nutrient dynamics, tilapia, tomato.
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INTRODUCCION

Actualmente, el nimero de habitantes en nuestro planeta esta alrededor de 7.600
millones de personas, y se estima que llegara a 9.700 millones de habitantes en el afio
2050 (FAO, 2017; ONU, 2018). Este incremento acelerado de la poblacion a nivel
mundial esta dando como consecuencia el crecimiento de la industria, la urbanizacion, la
sobreexplotacion de los recursos naturales y la contaminacion quimica, los cuales estan
afectando la calidad del suelo y la disponibilidad del agua para el consumo humano y
agricola (Asatryan et al., 2015). Asi mismo, las consecuencias del cambio climatico,
como las sequias, temperaturas extremas e inundaciones estan causando pérdida de

cosechas a nivel global afectando la produccion y calidad del alimento (FAO, 2017).

México, con una extension de 197.3 millones de hectareas, esta considerado como uno
de los paises con mayor superficie de zonas aridas, semiaridas y subhumedas secas, con
un total de 101.5 millones de hectéreas, de las cuales, el 15.7% corresponde a zonas aridas,
el 58% a semiaridas y el 26.3% a subhtimedas secas (Diaz et al., 2011). Ademas, el 43%
de la extension total de dichas tierras estan siendo afectadas a causa de la degradacion del
suelo, siendo las zonas subhtimedas secas las mas afectadas a causa de la degradacion
quimica por el uso excesivo de agroquimicos (fertilizantes, herbicidas, pesticidas y
fungicidas) y productos quimicos industriales; seguido de las zonas semidridas y aridas

afectadas principalmente a causa de la degradacion por erosion eolica (Diaz ef al., 2011).

Dicha degradacion junto con las precipitaciones escasas, poco frecuentes e irregulares;
temperaturas extremas entre el dia y la noche; y suelos con bajos contenidos de materia
organica y agua, incrementa la desertificacion del suelo en estas zonas y por consiguiente
genera una alteracion de los ciclos bioldgicos e hidrologicos y una pérdida de las funciones
productivas del suelo que afecta significativamente la produccion agricola (Diaz et al.,

2011).

Adicionalmente, la baja precipitacion que se presentan en dichas zonas, siendo las

zonas aridas y semidridas las que presentan menor precipitacion anual (200 a 450 mm),



Meéxico es catalogado como un pais de baja disponibilidad de agua y vulnerable a las
sequias (Gaona, 2006; Diaz et al, 2011). Esta problematica esta afectando
significativamente y tiene mayor relevancia en el sector agricola, pecuario y acuicola, el
cual consumen el 76.8% del agua total disponible; el restante se distribuye en otras
actividades como el sector publico para consumo doméstico (14%), el sector industrial

(4.1%) y el sector para las termoeléctricas (5.1%) (FAO, 2013).

En este contexto, debido al cambio climatico, la degradacion de los suelos y la mala
calidad del agua dulce que limita su aprovechamiento es esencial desarrollar sistemas de
produccion dirigidos a la sostenibilidad y a la produccion de alimento con uso eficiente
del suelo y el agua (Villarroel at al., 2011). Una alternativa de produccion horticola que
ha surgido debido a esta problematica, es la acuaponia, sistema que combina las ventajas
de la produccion acuicola en sistemas de recirculacion cerrada para la produccion de peces
con la produccion de sistemas horticolas hidropoénicos, donde sus principales objetivos
son reutilizar y aprovechar los nutrientes liberados en el subsistema acuicola para el
crecimiento y desarrollo de las plantas; a la vez aumentar la produccién por m?; y ser
implementados en areas donde el uso del suelo para fines agricolas es restringido o de

mala calidad (Schamutz, 2015).

En los sistemas acuicolas, la mayoria de los peces metaboliza del 20 al 30% del
alimento dado en la dieta, lo que significa que acerca del 70-80% es liberado como
residuos dentro del agua, conformados en su mayoria por carbono (C), nitrogeno (N) y
fosforo (P) (Roosta & Mohsenian, 2012). Estos residuos estan constituidos principalmente
por las heces y el alimento no consumido por los peces, por lo que se generan tres tipos
de residuos solidos: disueltos, suspendidos y sedimentables (Goddek et al., 2016). Los
residuos disueltos y suspendidos corresponden a las sustancias inorganicas y organicas
menores a 0.45 micrometros que se encuentran presentes en el agua en forma molecular o
ionizada, en el cual una parte de estas sustancias disueltas son nutrientes aprovechables y
disponibles para las plantas; mientras que los solidos sedimentables, que se acumulan en

mayor proporcion en el sistema, se componen principalmente de residuos orgénicos, los



cuales pueden ser una fuente potencial de nutrientes inorganicos al mineralizarse (Rafiee

& Saad, 2005).

Por otra parte, dentro de los ingredientes utilizados en la elaboracion del alimento de
los peces se implementa como suplemento de proteina vegetal la harina de soya, trigo y
maiz, en el cual, estudios estiman que por pellet de este alimento el 67% del fosforo se
encuentra en forma de acido fitico o fitato, principal compuesto almacenado en las
semillas de las plantas. Esta molécula tiene una caracteristica importante dentro de su
estructura molecular, y es la presencia de seis grupos PO4™ con capacidad de quelarse, por
su carga negativa, con elementos 2* como: Cu?", Ca*", Fe**, Zn** y Mn?*" (Cerozi &

Fitzsimmons, 2016; Villalobos & Gonzales, 2016).

La asimilacion de dichos elementos en la nutricion de peces no se puede llevar a cabo,
debido a la ausencia de la enzima fitasa en su tracto digestivo, quedando de esta manera
la molécula libre en los residuos solidos acumulados en el sistema. No obstante, tampoco
pueden ser asimilados por las plantas, ya que el fosforo y los demés elementos no se
encuentra en su forma idnica o inorganica (Goddek et al., 2015). Estudios reportan al
género Bacillus sp. como una bacteria mineralizadora de fosforo, principalmente en la
aplicacion en cultivos extensivos en suelo, y algunos muy escasos en la aplicacion en
cultivos acuicolas (Olazaran et al., 2008; Khan et al., 2009; Dhanchar et al., 2013; Maitra
et al., 2014; Maougal et al., 2014; Corrales et al., 2014; Abbad et al., 2015; Martinez et
al., 2015; Maitra et al., 2015). Estos reportes muestran que Bacillus posee actividad
enzimatica de fitasas, con un papel importante en el aumento de la disponibilidad de
fosfatos (PO4") en el suelo para el cultivo horticola; y en la reduccion del contenido de

fitato en alimentos para peces monogastricos en cultivos acuicolas.

Por otro lado, para la produccion de peces en acuaponia se ha trabajado con: tilapia,
catfish, largemouth bass, crappies, trucha arcoiris, pacu, carpa comun, carpa koi y
goldfish, siendo la tilapia del nilo (Oreochromis niloticus) una de las especies mas
implementadas en estos sistemas, debido a que presenta alta tolerancia a diferentes

condiciones ambientales; rapido crecimiento y se adapta facilmente a dietas comerciales



basada en fuentes de proteina vegetal y animal (Rakocy et al., 2006). En cuanto a las
hortalizas cultivadas en acuaponia, la produccion a nivel comercial de hortalizas con fruto
ha presentado problemas en deficiencias nutricionales debido a su alta exigencia
nutricional, siendo el tomate (Solanum lycopersicum L.) un ejemplo de dichas hortalizas.
La importancia de este producto a nivel mundial es crucial, debido a su riqueza en
vitaminas, elementos minerales como el potasio y antioxidantes como el licopeno que
ayuda a la prevencion de problemas cardiovasculares y de cancer, principalmente de

prostata (Bastida, 2012).

En acuaponia se han realizado diversos estudios para resolver problemas técnicos y
algunos cientificos, en los cuales, a nivel técnico han sido enfocados principalmente en la
evaluacion de diferentes disefios del subsistema hidropdnico con diferentes tipos de
sustrato sobre el crecimiento y produccion de hortalizas (Dunwoody, 2013; Silva et al.,
2015); y a nivel cientifico se han enfocado en la evaluacion de la dinamica de nutrientes;
en la relacion planta-peces; y en el efecto de tipo de alimento, concentracion de proteina
cruda, talla del pez y especie del pez sobre la acumulacion de nutrientes (Rafiee & Saad,
2005; Tyson, 2007; Villarroel at al., 2011; Roosta & Hamidpour, 2013; Schamutz, 2015;
Villalobos & Gonzélez, 2016). Sin embargo, a la fecha, son muy poco los estudios
experimentales y publicaciones reportadas sobre sobre la mineralizacion en acuaponia; el
efecto de procesos aerdbicos y anaerdbicos e inoculacion de bacterias en la degradacion
de los residuos so6lidos sedimentables para la liberacion de nutrientes asimilables para la
planta (Rakocy et al., 2007; Nelson & Pade, 2014; Cerozi & Fitzsimmons, 2016; Goddek
et al., 2016); asi como tampoco esta bien estudiado sobre los procesos bioquimicos de
solubilizacion y mineralizaciéon de los microorganismos involucrados en el sistema

(Goddek et al., 2015).

Por tal razon, es importante realizar estudios enfocados en la evaluacion de Bacillus
sp. sobre la mineralizacion de los residuos so6lidos orgénicos generados en un sistema
acuaponico para optimizar y/o aumentar la disponibilidad de algunos minerales en el agua,
mediante la degradacion o hidrolisis de fitato presente en los solidos, los cuales puedan
ser aprovechados para el crecimiento y desarrollo de las plantas. Asi mismo, es importante
evaluar las soluciones obtenidas del proceso de mineralizacion inducida biolégicamente

y las soluciones hidroponicas con fertilizantes quimicos sintéticos como complementos
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nutricionales sobre el crecimiento, rendimiento y calidad del tomate, debido a que
pertenece a una de las hortalizas con alta exigencia nutricional en acuaponia. Todo esto
en conjunto, con el fin de aprovechar los nutrientes reciclados en el sistema, disminuir el
uso de fertilizantes quimicos sintéticos y desarrollar un sistema de recirculacion de
descarga cero, con rendimientos que puedan ser competitivos con la produccién comercial

de otros cultivos horticolas.

Hipotesis

En sistemas acuapoénicos, la produccion de hortalizas de fruto, con alta demanda
nutricional, como el tomate, requiere de complementos nutricionales, los cuales se pueden
proveer a partir de soluciones orgédnicas mineralizadas con Bacillus sp. aislada de un
sistema acuaponico y soluciones hidropdnicas con fertilizantes quimicos sintético; dichas
soluciones mejoraran el crecimiento, la produccion y calidad de tomate, sin afectar el

crecimiento y la produccion de tilapia.

Objetivo General

Aislar e identificar Bacillus spp. como bacteria mineralizadora de fitato; y evaluar dos
aportes nutricionales: solucion organica mineralizada con Bacillus sp. y solucion
hidroponica en un sistema acuapoénico tilapia (Oreochromis niloticus) — tomate (Solanum

lycopersicum L.).

Objetivos especificos

1. Aislar e identificar bacterias del género Bacillus spp. de un sistema acuapdnico.

2. Determinar en condiciones in vitro bacterias mineralizadoras de fitato del género
Bacillus spp.

3. Evaluar de manera in vitro el efecto de cepas puras de Bacillus spp. en diferentes
condiciones de temperatura y oxigeno sobre la mineralizacion de residuos solidos

organicos generados de un sistema acuaponico.



Evaluar en condiciones in sifu dos complementos nutricionales: solucion organica
mineralizada con Bacillus spp. y solucion hidropoénica sobre el crecimiento,
calidad y produccion de tomate (Solanum [lycopersicum) en un sistema
acuapOnico.

Evaluar la dindmica de nutrientes en los sistemas acuapdnicos tilapia — tomate
(Oreochromis niloticus y Solanum lycopersicum L.), bajo diferentes complementos
nutricionales.

Evaluar los parametros de crecimiento y hematologicos (contenido de
hematocritos y proteina plasmatica total) en tilapia (Oreochromis niloticus)
cultivada en sistemas acuapdnicos, bajo diferentes complementos nutricionales.
Evaluar la eficiencia del uso del agua y uso equivalente del area del suelo del

sistema acuapodnico.



REVISION DE LITERATURA

Sistemas Acuaponicos

El sistema acuaponico esta conformado por la integracion de un subsistema de
recirculacion cerrada para la produccion de peces (SRC) con el subsistema hidropdnico
(SH), en el cual consta de los siguientes elementos: tanque de peces, unidad de remocién
de solidos, unidad de biofiltracion, unidad hidropdnica o unidad de plantas y sumidero
(Nelson, 2008). El funcionamiento de estos sistemas consiste en que el alimento no
consumido y la excrecidon de heces por los peces generan en el agua tres tipos de sélidos:
disueltos, suspendidos y sedimentables, los cuales pasan por gravedad a la unidad de
remocion o clarificacion, donde se retienen los solidos, permitiendo de esta manera el paso
del agua con menor cantidad de particulas a la unidad de biofiltro, en el cual las bacterias
realizan el proceso de nitrificacion. Posteriormente, el agua recorre la unidad hidropdnica,
donde las plantas asimilan como fuente de nutrientes el NO3™ y los demds minerales no
toxicos, y desciende finalmente al sumidero donde la bomba retorna el agua al tanque de

peces, manteniendo una recirculacion cerrada y constante (Dunwoody, 2013).

Unidad tanque de peces

Para la instalacion del tanque de peces se debe considerar principalmente la forma y el
material del tanque, siendo la forma redonda la mas recomendada, ya que el agua circula
uniformemente, permitiendo una distribucion homogénea de oxigeno disuelto y un
transporte de residuos solidos hacia el centro del sistema, que facilitara su paso por
gravedad a la unidad de remocion (Rakocy et al., 2006). El material recomendado puede
ser geomembrana, plastico y/o fibra de vidrio, por su alta durabilidad y porque no libera

sustancias toxicas que puede afectar la salud de los organismos (Rakocy et al., 2006).

Remocion de soélidos

Para la remocion de residuos solidos se puede implementar diferentes tipos de filtracion

mecénica, encargados de separar los diferentes tamanos de particulas presentes en el



sistema, los cuales son: tanque de sedimentacion (hidrociclon), clarificador de flujo radial

y filtro de arena (Somerville et al., 2014).

Estos residuos deben ser removidos antes de entrar a la unidad hidroponica y deben ser
extraidos del sistema cuando sus niveles de acumulacion son altos, ya que puede generar
lugares anoxicos disminuyendo el oxigeno disuelto, y a su vez causando la produccion de
diéxido de carbono, sulfuro de hidrogeno y amonio, que a altas concentraciones afectan
la salud de los peces (Rakocy et al, 2006). Ademas, pueden acumularse en las raices
vegetales y crear zonas anaerobicas que podrian afectar la asimilacion de los nutrientes

(Rakocy et al., 2006).

Biofiltro y unidad hidropodnica

El biofiltro, es la unidad encargada de mantener las bacterias nitrificantes que
convierten el nitrogeno amoniacal total (NAT) a nitrito (NO2") y nitrato (NO3). Las
bacterias encargadas de hacer dicho proceso de nitrificacion no son moviles y requieren
de alglin sustrato inerte donde puedan desarrollar el biofilm. Por tal razén, es importante
implementar sustratos porosos y con pequeias areas superficiales, con el fin de aumentar
la colonizacion de las bacterias; en acuaponia se implementa principalmente las biobolas
o Bioballs®; sin embargo, es comin implementar en sistemas de pequefia escala otros

tipos de material inerte como grava y tubo corrugado de PVC (Somerville et al., 2014).

Con respecto a la unidad hidroponica utilizada para la siembra de plantas hay cuatro
disefios que pueden ser implementados: 1). unidad de cama de plantas con sustrato; ii).
“nutrient film technique” (NFT); iii) unidad hidropénica vertical y iv) cultivo de cama

flotante o aguas profundas (“deep water culture”: DWC). (Somerville et al., 2014).

Ventajas y Desventajas de los Sistemas Acuaponicos.

Los sistemas acuaponicos comparado al sistema tradicional de acuicultura (produccion
en estanque) y al sistema tradicional de agricultura (producciéon en suelo) presentan las

siguientes ventajas:



Disminucion del wuso de fertilizantes quimicos sintéticos, debido al
aprovechamiento de nutrientes generados en el sistema por la descomposicion del
alimento no consumido y las heces; la excrecion de productos nitrogenados y de
iones por los peces, y el proceso de nitrificacion de las bacterias (Somerville et al.,
2014).

Disminucion de la eutrofizacion en ecosistemas acuaticos, el cual es generado por
altas concentraciones de N y P presentes en el agua residual de los sistemas
acuicolas (Dunwoody, 2013).

Eficiencia del uso del suelo, ya que estos sistemas se pueden construir en lugares
donde la tierra es limitada o de mala calidad (Dunwoody, 2013).

Mayor produccion por m? en comparacion a los cultivos tradicionales en suelo
(Rakocy et al, 2007; Nelson, 2008).

Produccioén limpia de hortalizas, debido a la disminucion de la presencia de plagas
del suelo y por ende disminucion del uso de plaguicidas en comparacion a los
cultivos tradicionales (Rakocy et al, 2007; Nelson, 2008).

Eficiencia del uso de agua, ya que el proceso de nitrificacion realizado por las
bacterias y la toma de nutrientes por las plantas disminuye los recambios de agua
en el sistema y por ende el gasto del recurso hidrico es menor en comparacion a
los cultivos tradicionales de plantas y peces. Se calcula que el uso de agua en la
Agricultura a nivel mundial es alrededor del 56%, mientras que en promedio el
90% del agua en sistemas acuaponicos es reciclada (Al-Hafedh et al., 2008). La
entrada periddica de agua es generalmente utilizada para reponer agua perdida por

evapotranspiracion, que equivale a un 5-11% (Al-Hafedh ez al., 2008).

Por otro lado, las desventajas o principales debilidades de la produccion de alimento

en acuaponia (Dunwoody, 2013; Somerville ez al., 2014) son las siguientes:

IL.

El costo inicial es alto, en comparacién a la produccion de plantas en suelo y en
hidroponia.
Se requiere conocimiento en areas de microbiologia, produccion de peces y

plantas, lo que en ocasiones es un limitante, ya que la mayoria de acuicultores no



tienen conocimiento y experiencia en horticultura, asi como los horticultores no
tienen conocimiento en acuicultura.

III.  Se requiere de personal calificado, ya que un mal manejo puede afectar la
produccion del alimento en el sistema.

IV.  Los sistemas son 100% demandantes de energia para controlar aireacion y
temperatura.

V.  Finalmente, la acuaponia atin no se puede definir como sostenible, debido a que la
proteina del alimento de los peces puede provenir de los peces capturados en

medio silvestre, afectando al ecosistema.

Presencia de Nutrientes en Sistemas Acuaponicos

Los nutrientes son medidos colectivamente como sélidos disueltos totales (TDS)
expresado como ppm, o a través de la conductividad eléctrica en mmho/cm y/o uS/cm que
indica la concentracion de sales. En solucion hidroponica generalmente se maneja TDS
de 1000 a 1500 ppm (1.5 a 3.5 mmho/cm); mientras que en sistemas acuaponicos se ha
reportado bajos niveles de TDS (200 a 400 ppm) o CE (0.3 a 0.6 mmhol/cm) durante la
produccion de hortalizas (Rakocy et al., 2006).

Los macro y micronutrientes esenciales para el crecimiento y desarrollo de la planta
son: N, P, Ca, K, SOs, Mg, Fe**, Mn?*, Cu*', B3, Zn>" y Mo®*". El N es aportado
principalmente en forma de nitrato producto del proceso de nitrificacion; los otros se
encuentran disueltos en el agua, pero la mayoria permanecen en estado sélido no
disponible para las plantas (Rafiee & Saad, 2005). En acuaponia se ha reportado
deficiencias principalmente en potasio, calcio e hierro, los cuales usualmente son
suplementados con hidroxido de potasio (KOH), hidréxido de calcio (Ca(OH)2) y quelato
de hierro Fe-DTPA, soluble a pH 7.0 (Rakocy et al., 2006).

Plantas Cultivadas en Sistemas Acuaponicos

Se han cultivado diferentes variedades de hortalizas (verduras y legumbres) en sistemas

acuapodnicos (Tabla 1). Sin embargo, en sistemas a escala comercial se produce
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principalmente verduras de hojas (lechuga, acelga, espinaca, cilantro, albahaca y demas),
debido a dos razones: 1) la produccién de verdura de hojas permite obtener un mayor nivel
de ingresos por unidad de area y por unidad de tiempo y ii) son hortalizas menos exigentes
nutricionalmente y presentan menor problema de plagas y enfermedades, en comparacion
a las hortalizas de fruto tales como tomate, pimiento, pepino cohombro y berenjena

(Rakocy et al., 2006).

Para la produccion vegetal hay tres estrategias de produccion, que consisten en: realizar
cultivos escalonados, cultivos discontinuos y cultivos intercalados controlado (Rakocy et
al., 2006). El cultivo escalonado consiste en cultivar plantas de diferentes estadios de
crecimiento simultdneamente; este tipo de produccion permite cosechar regularmente y
mantener la absorcion de nutrientes del cultivo relativamente constante, y son sistemas
efectivos donde los cultivos se pueden realizar continuamente como en areas tropicales,

subtropicales o invernaderos con ambiente controlado (Rakocy et al., 2006).

El cultivo discontinuo es més apropiado para especies que se cultivan estacionalmente
o su crecimiento es mas prolongado (>3 meses) como el tomate y el pepino cohombro
(Rakocy et al., 2006). Por otro lado, el cultivo intercalado consiste en cultivos de
diferentes especies de hortalizas, que permiten obtener una produccién y cosecha

constante; por ejemplo, cultivo intercalado de lechuga con tomate (Rakocy et al., 2006).
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Tabla 1. incipales plantas de hortalizas cultivadas en sistemas acuaponicos (Nelson, 2008).

AHDHD
Especie  Distancia de siembra (cm) / pH Temperatura Tiempo de cosecha Sistema acuapénico
No plantas/m? recomendado
Albahaca 15-25/8-40 5.5-6.5 18-30; dptima: 20-25°C 5-6 semanas NFTyDWC
Coliflor 45175 6.0-6.5 10-15°C 2-3 meses DWC
Lechuga 18-30/20-25 6.0-7.0 15-22°C 3-4 semanas NFTyDWC
Pepino 30-60/2-5 5565  22-28°C diay 18-20°C noche. 55-65 dias Medio en sustratoy DWC |
cohombro
Berenjena 40-60/3a5 5570  22-26°Cdiay 15-18°C noche. 90-120 dias Medio en sustrato.
Pimiento 30-60/3-4 5.5-6.5 22-30 °C dia; 14-16°C noche. 60-95 dia Medio en sustrato
Tomate (Var 40-60/3 -5 5.5-6.5 22-26°C dia 13-16°C noche 90-120 dias Sistema en sustrato y DWC.
determinada)
Frijoles y 10-30/20 245 5.5-7.0 22-26 ° dia y 16-18°C noche. 50-110 dias Medio de sus trato.
guisantes
Repollo 60-80/4-8 6.0-7.2 15-20°C 45-70 dias Medio de sus trato.
Brocoli 40-70/3-5 6.0-7.0 13-18°C 60-100 dias Medio de sus trato.
Acelga 20-30/15-20 6.0-7.5 16-24°C 25-35 dias Medio de sustrato, NFT y

DWC

NFT: nutrient film technique; DWC: Cultivo de cama flotante o aguas profundas (“deep
water culture”.

Control de Plagas y Enfermedades de Plantas en Acuaponia.

Para controlar plagas y enfermedades en sistemas acuapdnicos no se pueden usar
plaguicidas ya que representaria una amenaza para los peces; de igual manera para el
control de parasitos y enfermedades en peces no se debe usar antibidticos ya que estos
pueden ser absorbidos y acumulados en el tejido de las plantas (Rakocy et al., 2006). Por
esta razon se debe implementar un manejo integrado de plagas a través del uso de
diferentes métodos complementarios: fisicos, mecanicos, quimicos, bioldgicos, genéticos

y cultural (Rakocy et al., 2006).

La prohibicion del uso de pesticidas hace que el cultivo en sistemas acuaponicos sea

mas dificil, por lo cual atn faltan estudios que ayuden a implementar un buen manejo
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integrado para el control de enfermedades y plagas, logrando optimizar la produccion en

dichos sistemas (Goddek et al., 2015).

Calidad de Agua en Sistemas Acuaponicos

El manejo de calidad de agua en sistemas de recirculacion acuicola y acuaponicos es
esencial para asegurar la produccion y salud de peces y plantas cultivadas. Los pardmetros
mas esenciales son: pH, alcalinidad, oxigeno disuelto, temperatura, didxido de carbono,
conductividad eléctrica, nitrogeno amoniacal total (NAT), nitrito y s6lidos suspendidos

totales (Goddek et al., 2015).

El nitrogeno dentro del sistema deriva de los residuos de los peces a través de los
procesos de difusion branquial, intercambio de cationes, descomposicion por las heces y
el exceso del alimento acumulado en el sistema; las formas de nitrogeno presentes en el

agua son: NAT, nitrito y nitrato (Goddek et al., 2015).

Ciclo del nitrogeno en el agua de un sistema acuaponico

Uno de los procesos bioldgicos mas importantes en acuaponia es el proceso de
nitrificacion, el cual es un paso esencial del ciclo del nitrdgeno en la naturaleza. Parte del
nitrogeno se encuentra presente en los aminoacidos que conforman la proteina del
alimento del pez, la cual es excretado por el organismo en forma no ionizada NH;37; y otra
parte es liberado como forma ionizada NH4" durante la descomposicion de las heces y el
alimento no consumido. La sumatoria de estas dos formas de amonio en el agua se

denomina nitrégeno amoniacal total (NAT= NH3 + NH4") (Timmons & Ebeling, 2010).

El proceso bioldgico que transforma el NAT en nitrito y nitrato es realizado por
bacterias nitrificantes, las cuales viven en diferentes condiciones ambientales, como el
suelo, agua y aire. El género Nitrosomonas es la bacteria méas comun que oxida el NAT
para transformarlo en NOzy el género Nitrobacter es el mas comun que oxida el NO>"
para transformarlo en NO3* (Timmons & Ebeling, 2010). Para iniciar la nitrificacion el

sistema se realiza un proceso llamado “maduracion del sistema” que se demora
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aproximadamente de 3 a 5 semanas. Este proceso es un ciclo, en el cual consiste en generar
NAT al sistema, ya sea de manera quimica (adiciéon de sulfato de amonio) o natural
(alimentar a los peces) para establecer la colonizacion de las Nitrosomonas y a partir de
aproximadamente 5 a 7 dias los niveles de nitrito incrementan, empezando a establecer
las colonias de Nitrobacter, en el cual permitira la disminucion de nitrito e incremento de

nitrato en el agua (Timmons & Ebeling, 2010) (Figura 1).

. Ammonia . Nitnite

Bacteria converting
Nitrite to
Bactena c
Ammonia to Nitnte

Amount

———
0 10 20 30 40

Times (days)

Figura 1 Proceso de maduracion; niveles de amonio, nitrito y nitrato durante las primeras
semanas en un sistema de recirculacion acuicola o acuapdnico (Ruff, 2009).

Toxicidad del NAT en peces

Exposicion prolongada a niveles superiores de 1.0 mg L! puede causar dafios en el
sistema nervioso central y en las branquias de los peces. Los sintomas pueden ser
coloracion roja e inflamacion en las branquias; presencia de estrias rojas a lo largo del

cuerpo y estado letargico en la superficie del agua (Timmons & Ebeling, 2010).
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Toxicidad del Nitrito en peces

Los niveles recomendados de nitrito para mantener la calidad del agua son de 0.25 mg
L. Niveles toxicos de este compuesto disminuye el transporte de oxigeno por la
metahemoglobina causando una enfermedad conocida como “enfermedad de sangre café”

(Timmons & Ebeling, 2010).

pH

El pH es la concentracion de hidrogeniones (H") en una solucién que indica la acidez
o alcalinidad. El nivel del pH del agua tiene un impacto en la actividad biologica de las
bacterias nitrificantes y en su capacidad de convertir el amonio a nitrito; también tiene un
efecto en la absorcion de nutrientes en las plantas y en el crecimiento del pez. Se ha
reportado que para las bacterias nitrificantes el rango tolerable es de 6 a 8.5, siendo ideal
para Nitrosomonas spp. un pH de 7.2-7.8 y Nitrobacter spp. un pH de 7.2 a 8.2 (Timmons
& Ebeling, 2010).

Ademas, el pH tiene un efecto directo sobre la toxicidad del NAT presente en el agua;
pH a concentraciones altas aumenta la presencia de la forma toxica del amonio (NH;3") en
los peces. Por otra parte, en plantas el pH es uno de los pardmetros mas importantes en la
toma de absorcion de nutrientes, presentando su mayor absorcion a pH 5.5-6.0; sin
embargo, las plantas tienen un rango de tolerancia de 5.5 a 7.0 donde todos los nutrientes
se encuentran a una concentracion adecuada para su asimilacion (Timmons & Ebeling,

2010).
En este contexto, debido a la diferencia de pH entre los organismos cultivados en
acuaponia se recomienda manejar un pH de 6.5 a 7.0, el cual es un rango tolerable para el

crecimiento de cada uno de los organismos (Timmons & Ebeling, 2010).

Asi mismo, se recomienda implementar hidréxido de potasio (KOH), hidroxido de

calcio, carbonato de calcio o carbonato de potasio para incrementar el pH; 4cido fosforico
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(H3BOs4), 4cido sulfurico (H2SO4) y &cido nitrico (HNO3) para disminuirlo (Timmons &
Ebeling, 2010).

Temperatura

La temperatura en el agua también es un parametro ideal para todos los organismos
presentes en el sistema acuaponico, principalmente para peces y bacterias. El rango ideal
para las bacterias es de 17-34°C y para los peces depende la especie cultivada.
Adicionalmente, es importante controlarla, ya que altas temperaturas afectan la
concentracion de oxigeno disuelto y aumenta la toxicidad del NAT en el agua (Ruff,

2009).

Oxigeno disuelto

El oxigeno disuelto (OD) describe la cantidad de oxigeno molecular dentro del agua y
es un parametro indispensable en los sistemas acuapdnicos requerido por las plantas, peces

y bacterias para llevar a cabo sus procesos metabdlicos (Timmons & Ebeling, 2010).

La principal fuente de oxigeno para organismos acuaticos en medios naturales se da
por el intercambio gaseoso en la superficie del agua-atmosfera; por las corrientes de agua
y durante el proceso fotosintético realizada por las plantas. Sin embargo, en sistemas de
recirculacion cerrada para la produccion semi-intensiva e intensiva de peces, la cantidad
de oxigeno es insuficiente para la demanda de peces, plantas y bacterias; por tal razon
estos sistemas dependen del uso de bombas de agua, aireadores y/o blowers que produzcan
movimiento o burbujas en el agua que generen el oxigeno requerido por los organismos.
Los niveles optimos para las bacterias nitrificantes son de 4-8 mg L!; para las plantas >3

mg L'y en peces >3 y 4 mg L'!, segin la especie (Timmons & Ebeling, 2010).

Dureza del agua

Hay dos tipos de dureza: dureza general (GH) y dureza de carbonatos (KH). La dureza
general es una medida de los iones presentas en el agua; mientras que la dureza de

carbonatos (CO3%) y bicarbonatos (H COs’), también conocida como alcalinidad, es la
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medida de capacidad buffer del agua. Para acuaponia entre los dos parametros el de mayor
importancia es el KH, ya que tiene una relacién directa con el pH; y se considera

concentraciones ideales de 60 a 140 mg L' (Timmons & Ebeling, 2010).

Mineralizacion de Residuos Solidos generados en Acuicultura.

En términos generales, la mineralizacién es el proceso bioldgico y bioquimico
mediante el cual los microorganismos, principalmente bacterias y hongos obtienen la
energia necesaria para realizar sus procesos metabolicos, mediante la degradacion o
rompimiento de las moléculas orgénicas conduciendo a la formacion de sales minerales
(Burns et al, 2013; Monsalve et al, 2017). Entre los procesos que realizan los
microorganismos se encuentran la produccion de enzimas extracelulares capaces de
romper los enlaces de moléculas orgédnicas provenientes de los residuos acumulados en la
acuicultura, de los residuos de plantas, hojarasca, la necromasa microbiana y los exudados
organicos de las raices, para transformarlos en moléculas inorganicas de bajo peso
molecular, que posteriormente, a través de reacciones quimicas de oxidacion e hidrolisis,
son oxidadas catabodlicamente a compuestos inorganicos, donde pueden ser absorbidos por

plantas y microorganismos (Burns ef al., 2013; Monsalve et al., 2017).

Los residuos so6lidos generados en la acuicultura durante el cultivo de peces se
clasifican principalmente en: i) sélidos sedimentables (particulas >100 pm que se
depositan en el fondo de la columna de agua; ii) s6lidos en suspension (particulas < 100
um, los cuales tienen mayor problema en asentarse) y iii) sélidos disueltos (Cripps &
Bergheim, 2000). En los sélidos acumulados, la composicion de las heces depende
principalmente en la especie, en cuanto a la fisiologia, habitos alimenticios, asimilacion
de nutrientes y digestibilidad de los ingredientes del alimento por parte del pez (Galasso
et al., 2017). Por otra parte, se ha reportado que la mayoria de peces solo ingieren una
fraccion del alimento consumido, generalmente entre el 20 y 30%. Por ejemplo, del
alimento total introducido en un cultivo de Salmon (Salmo salar L.) y trucha
(Oncorhynchus mykiss) el 80% del carbono (C), 76% de nitrogeno (N) y 82% de fosforo
(P) es perdido como residuos solidos en el sistema (Lazzari & Baldisserotto, 2008; Wang

et al., 2013). Otro estudio realizado en lobina (Micropterus salmoides) reporta que la
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proporcion de nutrientes asimilados por el pez fue de: 15-20 % de N; 50% de P y 22% de
C. Ademas, estimaron que del 60-86% de N y 15% de P fue perdido como nutrientes
disueltos principalmente en forma de N amoniacal y ortofosfato; del 6 al 15% fue perdido
a través de la produccion de heces como particulas organicas; el 20% como foésforo

particulado y 25% como carbono orgénico particulado.

En tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) se ha reportado que del alimento
suministrado en el sistema durante la fase final de crecimiento del pez (569-660 g) 133
Kg se encontraba en forma de Nitrogeno total (NT) y 28 Kg de fosforo total (PT), de las
cuales el 26% del NT y 45% de PT fue acumulado en biomasa del pez; 74% de NT y 55%
de PT se gener6 como residuos so6lidos en el sistema (Osti ef al., 2016). Otro estudio
realizado por Montanhini & Ostrensky (2015) reporta que, en la produccion de 1000 Kg
de biomasa, el alimento suministrado al sistema presentd 82Kg de NT y 25 Kg de PT, de
las cuales 35% de NT y 28% de PT fueron asimilados por el pez; 18% de NT y PT se
perdio en el alimento no consumido; 33% de NT y 17% de PT se gener6é como producto

de excrecion; y 13% de NT y 37% de PT se encontro en las heces de los peces cultivados.

El exceso de estos dos elementos en los residuos, junto con la materia organica y otros
nutrientes presentes en los efluentes puede generar impacto en el ambiente como
eutrofizacion, acidificacion y consecuentemente cambios en el ecosistema acudtico
(Lazzari & Baldisserotto, 2008). La descomposiciéon de materia organica de los sélidos
recolectados en acuicultura es descompuesta por microorganismos usando condiciones
aerobicas o anaerobicas, y dependiendo las condiciones Optimas de desarrollo del
microorganismo se generan determinados productos (Beristain, 2005). Son muy poco los
estudios y publicaciones realizadas sobre la mineralizacion en acuaponia y tampoco esta
bien estudiado los procesos bioquimicos de solubilizacion y mineralizacion de los
microorganismos involucrados en el sistema (Goddek et al., 2015). Sin embargo, algunos
estudios se han realizado sobre la mineralizacion de nutrientes, reduccion de materia
organica y relacion de C/N en la descomposicion de materia organica de los solidos de
sistemas de recirculacion acuicola (Beristain ef al.,2005; Raffie & Saad, 2004; Rakocy et

al., 2007; Delaide, 2017). Otros estudios reportan que las descomposiciones de los s6lidos
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en condiciones anaerdbicas conducen a la actividad de cierta poblacién microbiana que
degrada o hidrolizan ciertos componentes organicos en acido acético y el acido
carboxilico, y también generan la produccion de biogas y metano (Conroy & Couturier,

2010; Gaddek et al., 2016).

Presencia de Fosforo en los Residuos Solidos generados en Acuicultura

El foésforo es un componente que se encuentra presente de diferentes formas o
compuestos quimicos en el alimento comercial de los peces (Hua & Bureau, 2006). Las
formas quimicas de estos compuestos se deben a los diferentes tipos de ingredientes
implementados en el alimento, las cuales pueden ser clasificadas en las siguientes
categorias quimicas: Hidroxiapatita presente en la harina de hueso; el fitato y fosforo
organico presente en los ingredientes de origen vegetal (harina de soja, maiz y trigo) y el
suplemento de fosforo inorgénico como fosfato monosodico, fosfato monocalcico, fosfato
dicélcico y fosfato tricélcico (Hua & Bureau, 2006). El uso de proteina de origen vegetal
en dietas comerciales para tilapia del Nilo cada vez es mas implementado como remplazo
a la harina de pescado y se ha reconocido como una practica importante para reducir el
costo en la produccion del alimento y apoyar al uso de una agricultura sostenible (Kumar

etal., 2011).

En cuanto a la digestibilidad de los compuestos, la hidroxiapatita es digerible por los
peces, mientras que el acido fitico o fitato que se encuentra presente en los ingredientes
de origen vegetal es parte del P no disponible, ya que los peces no poseen la enzima fitasa
en su tracto digestivo (Hua & Bureau, 2006). Se estima que el 67% del fosforo presente
en el pellet del alimento de peces se encuentran en forma de dcido fitico. Por esta razon,
generalmente el alimento contiene més fosforo del requerido por el pez, ya que no todo se
encuentra de la forma que es asimilable por el organismo y por ende la dieta es

complementada con una variedad de fuentes de fosforo inorgéanico (Ferraris et al., 2006).

El fosforo organico no digerido es excretado por las heces y representa entre el 60 y
90% como forma particulada > 100 pm, siendo la mayor parte de residuos sélidos

generados en el cultivo de los peces (Yeo et al., 2004). Por otro lado, el fosforo que es
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digerible excede a lo requerido en la dieta del pez y la mayoria es excretado a través de la
orina y representa la produccion de fosforo soluble disuelto en el cultivo de peces (Hua &
Bureau, 2006; d’Orbcastel ef al., 2008). Los s6lidos generados en el sistema cominmente
pueden llevar de 7% al 32% de Nitrogeno total y del 30 al 84% del fosforo total (Cripps
& Bergheim, 2000). Por ejemplo, para trucha arcoiris se ha reportado que el residuo de
fosforo total se encuentra desde 1.4 a 25.5 g/kg de la ganancia de peso del pez (Green et

al., 2002).

Acido fitico o Fitato

El Acido fitico es la principal forma de almacenamiento de fésforo en semillas de
leguminosas y cereales, representando aproximadamente del 70 al 80% del fosforo total
(Makkar et al., 2007). Su descripcion quimica es myo-inositol 1,2,3,4,5,6 hexa-
dihidrogeno fosfato (CsHi3024Ps) con peso molecular de 660.04 g/mol; en su molécula
presenta 6 grupos fosfato cargados negativamente, lo que le permite tener una alta afinidad
con algunos iones metales formando quelato (denominado fitato) con Ca?*, Fe**, Zn**

Cu?" y Mn?* (Figura 2) (Makkar et al., 2007).

= OPO_H
(® = oron,

Figura 2 Acido fitico e interaccion con los otros iones (Ca2+, Fe2+, Zn2+ Cu2+y Mn2+).

La funcion de las grandes cantidades de fitato presentes en las plantas aun no esta bien
claro (Castro, 2005). Sin embargo, varias funciones fisiologicas han sido sugeridas como

explicacion de su almacenamiento en semillas y granos de plantas. Estas funciones
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incluyen: 1) formacion de fitato como almacenamiento de fosforo y energia para ser
utilizados durante la germinacion de la semilla; ii) como fuente de cationes también
utilizados durante la germinacion; iii) como fuente de myo-inositol glucoronato (precursor
de la pared celular); iv) como regulacion de la concentracion de fosfato inorganico para

la sintesis y acumulacion de almidén (Castro, 2005; Kumar et al., 2011).

Bacterias Mineralizadoras de Fosforo Organico

La disponibilidad de fosforo estd controlada por la mineralizacion realizada por
enzimas liberadas por microorganismos, en el cual una vez el fosforo organico es
degradado al P soluble, este es facilmente usado como fuente de nutrientes por plantas,
algas, cianobacterias y bacterias autotroficas y asi mismo podria ser inmovilizado en
macromoléculas celulares organicas como ADN, ARN y ATP (Cuervo, 2010; Khan et al.,

2014).

La produccion de fitasas por microrganismos ha sido detectada en varias especies de
bacterias gram positiva y gram negativa (Tabla 3). Hasta el momento se ha reportado que
Bacillus sp. y Enterobacter muestran actividad de enzima extracelular; Escherichia coli'y
las demds bacterias gram-negativas son reportadas como produccion de enzima
intracelular (Choi, 2004). Las enzimas extracelulares se pueden ubicar en el espacio
periplasmico y en la superficie de las células, asi como en la solucién del suelo o los

solidos asociados con materia organica (Burns et al., 2013).

La actividad de la enzima varia segtn la especie y pH 6ptimo. La mayoria de fitasas
microbianas, especialmente de origen flngico, tienen un pH 6ptimo de 4.5 a 5. Algunas
fitasas bacterianas, especialmente las de Bacillus tiene un pH 6ptimo de 6.5 a 7.5 y el pH

optimo de las fitasas de origen vegetal esta entre 4.5 a 7.5 (Kerovuo, 2000).
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Tabla 1 Bacterias productoras de fitasas de diferentes fuentes bibliogréficas.

Bacteria Actividad de pH Referencia
(Género y especie) fitasa (Umg?')a éptimo
(37°0)

Citrobacter braakii 3457 4 Kumar et al,, 2012
Echerichia coli 811-1800 4.5 Kumar et al,, 2012
Klebsiella terrigena 205 5 Kumar et al., 2012
Lactobacillus sanfranciscensis - 5 Kumar et al,, 2012
Pantoea agglomerans 23 4.5 Kumar et al,, 2012
Pseudomona syringae 1210 4.6 Kumar et al,, 2012
Bacillus amyloliquefaciens 20 7.0-8.0  Kumar et al, 2012
Bacillys subtilis 9.0-15 6.5-7.5 Kerovuo, 2000
Bacillus megaterium - 6.0 Dechavez et al., 2011
Bacillus phaericus - 7.0-8.0 Romani, 2014
Bacillus licheniformis - 6.0-8.0 Choi, 2004

Funciones fisiologicas de microorganismos solubilizadores y mineralizadores de
fosforo.

Los microorganismos solubilizadores y mineralizadores de fosforo incrementen los
niveles de fosforo soluble, sin embargo, también se ha descrito que realizan otras
funciones fisiologicas, como: i) realizar la sintesis de sideroforos y acido indolacético
(IAA); i) generar antibidticos que ayudan a proveer proteccion a las plantas contra
patogenos (biocontrol) y iii) liberacion de cianuro de hidrogeno (HCN), un metabolito
secundario ecoldgicamente importante (Vassilev et al., 2006; Taurian et al., 2010). En la
tabla 4 se resume las sustancias producidas como promocion de crecimiento de diferentes

organismos microbianos con capacidad de solubilizar y mineralizar fosforo.

Tabla 2 Compuestos promotores de crecimiento generados por microorganismos
solubilizadores y mineralizadores de fosforo.

Organismo Regulador de crecimiento Referencia
Pseudomonas  Sintesis de la enzima —aminociclopropano— Taurian et al., 2010
sp. carboxilato (ACC); Sintesis de TAA,
sideroforos, amonio y HCN.
Bacillus sp. Sintesis de ACC, TAA, sideroforos y HCN. Kumar et al., 2012
Azotobacter Sintesis de IAA y sideroforo. Farajzadeh et al., 2012.
Pantoea Sintesis de IAA, sideroforos y HCN. Khan et al,, 2014.
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Fitasas.

Las fitasas (hexafosfato de mio-inositol fosfohidrolasas) son enzimas ampliamente
producidas en la naturaleza por bacterias, hongos, levaduras animales y algunas plantas

en el estado de germinacion (Cao et al., 2005).
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Figura 3 Hidrolisis de fitato por la enzima fitasa en inositol, fosfato y otros elementos
divalentes. El fitato es mio-inositol 1,2,3,4,5,6 hexakis dihidrogeno fosfato que
contiene aproximadamente del 14 al 28% de fosforo. La fitasa es la tinica enzima
hasta el momento capaz de hidrolizar el fitato en el carbono 1,3 o 6 en el anillo
inositol del fitato (Kumar et al., 2011).

La fitasa cataliza una reaccion de desfoforilacion o hidrolisis enziméatico de los enlaces
fosfodiester del acido fitico (mio-inositol IPs- I[P5s— IP4— IP3— [P, _IP;), liberando grupos
ortofésfato inorganico (Figura 3). La actividad de la enzima es normalmente expresada
en unidades de actividad de fitasa (UFT) siendo 1 UFT la cantidad de 1 pmol de P

inorganico liberado por un minuto (Kumar et al., 2011).

Clasificacion de las enzimas fitasas.

Las fitasas pueden ser clasificadas en fitasas acidas (con pH optimo entre 2.5y 6.0) y
fitasas alcalinas (con pH 6ptimo entre 6.0 y 8.0), dependiendo su pH 6ptimo para la
actividad catalitica (Choi, 2004).También, se clasifican por su diferencia estructural y
catalitica, las cuales se dividen principalmente en tres clases: histidine acid phosphatase

(HAP); B-hélice phytase (FBH); purple acid phosphatase (PAP) y B-propeller phytase
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(BPP) (Mullaney & Ullah, 2003; Leong et al., 2007). Las fitasas FBH son principalmente
aislada de microorganismos del género Bacillus las cuales exhibe una actividad
enzimatica maxima en pH de 6.0 a 8.0. Mientras que la mayoria de las demds enzimas

microbianas degradan el fitato en medio acido (Mullaney & Ullah, 2003).

Aplicacion actual de las fitasas.

Actualmente la fitasa se ha utilizado principalmente como suplemento alimenticio en
dietas principalmente para animales monogastricos. Se ha reportado que
aproximadamente de 500 a 1000 unidades de fitasa pueden remplazar 1 g de suplemento
de fosforo inorganico y reducir en total el 30 al 50% de la excrecion de fosforo orgéanico.
Por lo tanto, el uso de la fitasa como suplemento genera dos ventajas: i) ahorrar el recurso
de fosforo inorganico caro y no renovable en las dietas formuladas de los animales y ii)
disminuir la contaminacion ambiental por los efluentes excesivos de fosforo en el estiércol

y heces de los animales (Gen Lei & Porres, 2003).

También, se ha estado implementando la fitasa para mejorar la nutriciéon mineral en
humanos, ya que la poblacion mundial ingiere altos niveles de fitato del alimento bésico
de origen vegetal. Estudios se han enfocado en implementar la fitasa como suplemento
para aumentar la liberacion de hierro en trigo y arroz (Lucca ef al, 2001; Gen Lei &

Porres, 2003).

Finalmente, otro enfoque implementado en los Gltimos afios es la produccion de plantas
genéticamente modificadas capaces de expresar el gen encargado de la sintesis de fitasas
y la implementacion de microorganismos mineralizadores de fitato en suelos deficientes
de fosforo para optimizar la produccion de plantas y disminuir la contaminacion ambiental
y el uso de fertilizantes inorganicos no renovables (Lucca ef al., 2001; Maougal et al.,

2014; Martinez et al., 2015; Zhang et al., 2014; Abbad et al., 2015)
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Bacillus sp.

El género Bacillus sp. pertenece a la familia Bacilliaceae,; son microorganismos Gram
positivos formadores de endosporas con morfologia oval o cilindrica; son
quimiheterotrofos moviles y rodeados de flagelos periticos; son aerobios o anaerobio
facultativos con catalasa positivos y son particularmente activos en sedimentos (Layton et
al., 2011). Tienen una amplia distribucion en diferentes tipos de ambientes como el suelo,
los ecosistemas de agua dulce y marinos con un crecimiento activo en un rango de pH de

5.5 a 8.5 Layton et al., 2011).

Bacillus sp. son capaces de secretar proteinas homologas directamente al medio de
cultivo en concentracion de gramos/litro, en particular durante la fase de crecimiento post
exponencial (Kerovuo, 2000). Ademas, tiene alta capacidad de crecer rapidamente a altas
densidades en medios con baja fuente de carbono y nitrogeno y han sido usadas
ampliamente para la produccion de enzimas a manera industrial, tales como amilasas y

proteasas (Kerovuo, 2000).

Entre las especies mds representativas del género Bacillus en la agricultura se
encuentran: B.subtilis; B. amyloquifaciens, B, subtilis; B. megaterium; B. phaericus; B.
licheniformis; B. brevis; B. firmus; B. thurigiensis, B. pumilus. Los estudios demuestran
que son considerados microorganismos capaces de sintetizar sustancias que son benéficas
para las plantas, entre esas sustancias se encuentra la produccion de hormonas que
promueven el crecimiento vegetal como &cido indol-acético (IAA), produccién de
enzimas para la solubilizacion y mineralizacion de fosforo; ayudar a la fijacion de

nitrégeno y al biocontrol de enfermedades y patégenos (Kumar et al., 2012).

Dentro de las especies mas representativas de este género con propiedades de
antagonismo celular contra patdgenos se encuentra Bacillus brevis, Bacillus subtilis y
Bacillus thurigiensis. La accion biocontroladora esta mediada por la produccién de
metabolitos antibidticos capaces de actuar sobre algunos microorganismos fitopatdgenos
como Fusarium oxysporum, Verticillium spp., Sclerotinia sclerotiorum, Phytophtora

capsici, y Pythium spp. (Layton et al, 2011). Otros Bacillus son eficientes como
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controladores bioldgicos de larvas de Anopheles psudopunctipennis y de varios

lepidopteros (Tejera et al., 2011).
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CAPITULO 1

Aislamiento e Identificacion de Bacillus spp. y su Efecto como Bacteria

Mineralizadora de Fitato en un Sistema Acuaponico.

INTRODUCCION

La acuaponia es un sistema integrado de produccion de peces y plantas en un sistema
de recirculacion (Tyson, 2007), en el cual su principal objetivo es reutilizar y aprovechar
los nutrientes acumulados en el sistema para el crecimiento de las plantas (Schamutz,
2015). En sistemas acuicolas, incluyendo la acuaponia, la mayoria de los peces
metabolizan del 20 al 30% del alimento suministrado, y del 70 al 80% es liberado en el
sistema como residuos solidos (disueltos, suspendidos y sedimentables), compuestos
principalmente de las heces excretadas y el alimento no consumido (Goddek et al., 2015).
Una parte de los nutrientes disueltos en el agua puede ser asimilados por las plantas
(presentes en forma inorgdnica); mientras qué los desechos sdlidos suspendidos y
sedimentables, compuestos principalmente por desechos orgéanicos (forma no asimilable)
pueden ser una fuente potencial de nutrientes inorganicos para las plantas al ser

mineralizados (Rafiee & Saad, 2005).

Por otro lado, en la dieta de los peces gran parte de los componentes, como suplemento
de proteina vegetal, utilizan ingredientes vegetales provenientes de la soya, trigo y maiz,
plantas que pertenecen al grupo de leguminosas y gramineas, las cuales almacenan del 70
al 80% del fosforo total en forma de 4cido fitico o fitato (Cao et al. 2007). Sin embargo,
se estima que durante la elaboracion del alimento de peces el 67% del foésforo presente en

el pellet se encuentra en forma de acido fitico (Vasquez, 2004).

Esta molécula es de carga negativa y presenta alta afinidad con algunos iones metales

formando quelato con Ca**, Fe**, Zn** Cu*" y Mn?", lo cual reduce la absorcion de estos
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minerales en los animales monogastricos, como los peces, ya que en su tracto digestivo
no producen la enzima fitasa (Cao et al., 2007; Cerozi & Fitzsimmons, 2016). Por lo tanto,
excretan el fitato ingerido a través de las heces quedando depositado en los sedimentos
(Cerozi & Fitzsimmons, 2016) y por ende parte del fosforo contenido en los sistemas
acuaponicos no queda disponible como nutriente para las plantas, ya que no se encuentra

en su forma idnica como ortofosfato (H2PO4", HPO4>, PO4™>).

La fitasa es una enzima meso-inositol hexofosfato fosfohidrolasa que cataliza la
hidrélisis de los enlaces fosfosdiéster del fitato, liberando grupos ortofosfato (POs)
(Makkar et al., 2007). En algunos estudios, se ha encontrado que las bacterias con
capacidad de producir fitasas también tienen la capacidad de ser promotoras del
crecimiento vegetal a través de la produccion de acido indol acético (IAA) y sidero6foros
(Singh et al., 2014). En diversos estudios se han evaluado fitasas bacterianas en diferentes
condiciones para inducir la actividad de la enzima como: pH y requerimiento de Ca?* en
el caso de Bacillus, limitacion de fuente de carbono para Klebsiella terrigena (Mittal et
al., 2012); fase estacionaria y en condiciones anaerobicas para Escherichia coli; fuente
Optima de nitrégeno y carbono para la produccién de la enzima en Pseudomonas sp. y
Bacillus sp., y otros estudios en Raoultella sp., Citrobacter braakii y Enterobacter
(Jorquera et al, 2008; Demirkan, 2014). Dichos trabajos han sido enfocados
principalmente en la identificacion y caracterizacion de bacterias solubilizadoras y
mineralizadoras de fosforo en el suelo; y en la produccion y purificacion de la enzima para
implementar su uso como suplemento en el alimento de animales monogastricos y en la
nutricion humana (Kumar et al., 2012; Kumar et al., 2015; Balaban et al,, 2017). Sin
embargo, a la fecha son pocos los estudios que se han llevado a cabo en hébitats acuaticos
(Maitra et al., 2014; Maitra et al., 2015), y en la mineralizacion y degradacion de fitato de
los so6lidos sedimentables obtenidos en sistemas acuicolas y acuapdnicos (Cerozi &

Fitzsimmons, 2016; Goddek et al., 2018).
En este contexto, la identificacion de bacterias productoras de fitasa puede jugar un

papel importante en la mineralizacion del fitato presente en los solidos sedimentables

generados en el sistema para la liberacion del fosforo y posiblemente de otros nutrientes
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que se quelan con dicha molécula los cuales puede ser una fuente importante de nutrientes
para las plantas. Asi mismo, puede ser una alternativa para reducir el impacto causado en
la acuicultura tradicional y en los sistemas de recirculacion cerrada (SCR), los cuales
liberan al medio ambiente los s6lidos generados en el sistema con una alta carga de Ny
P, elementos que en concentraciones excesivas estimulan la eutrofizacion de los cuerpos
de agua receptores (Lazzari & Baldisserotto, 2008; Goddek et al., 2016).Por lo anterior,
se plantea como hipotesis que la inoculacion de Bacillus spp. aislada de soélidos
sedimentables de un sistema acuapdnico favorecera la mineralizacion para la liberacion
de nutrientes, especialmente ortofosfatos (PO4’) proveniente de la molécula fitato, lo cual
podran ser aprovechables para el crecimiento y desarrollo de las hortalizas cultivadas. Asi,
el objetivo de este trabajo fue aislar e identificar bacterias productoras de fitasa del género
Bacillus spp. y evaluar el efecto de inoculacion de cepas puras en diferentes condiciones
de oxigeno y temperatura sobre la mineralizacion y liberacion de nutrientes en s6lidos

generados de un sistema acuaponico.
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MATERIALES Y METODOS

Aislamiento e Identificacion de Bacterias Mineralizadoras de Fitato.

Muestras de solidos sedimentables fueron colectados del hidrociclon y cama de plantas
de un sistema acuapodnico (instalaciones de granjas acuaponicas, Guadalajara-Jalisco,
México), donde fueron transportadas y almacenadas a 4°C a el laboratorio de
biotecnologia de la Universidad Autonoma de San Luis Potosi (UASLP). Cada muestra
fueron pesadas a 1 g y fueron homogenizadas en medio liquido LB (Luria Bertani Broth);
se realizd diluciones seriadas de cada stock para obtener diluciones de 10! a 10% Las
muestras fueron incubadas a 37°C; posteriormente a las 24h y 72h del crecimiento
bacteriano se tom6 0.1 mL de cada una de las diluciones y fueron sembradas en medio

agar solido de LB e incubadas a 37°C durante 24 a 48 horas.

A partir de dichas siembras se realizaron aislamientos secundarios hasta la obtencion
de cepas puras y se llevd a cabo pruebas macroscopicas para identificar las caracteristicas
morfoldgicas de las colonias (color, forma, elevacion, margenes, didmetro, superficie y
textura); pruebas microscopicas para definir Gram (+) o Gram (-); y pruebas de capacidad
hemolitica en agar-sangre, descartando las cepas con capacidad de hemolisis. Estas
pruebas se realizardn, con el fin de identificar cepas puras con caracteristicas del género
Bacillus spp., las cuales fueron posteriormente conservadas en glicerol al 15% y guardadas
a -80°C. Adicionalmente, se les realizo la prueba de cinética de crecimiento por medio de

la medicion de densidad optica (600 nm) en medio LB cada dos horas, durante 56 horas.

Identificacion Bioquimica de Bacterias productoras de Fitasa.

Las cepas con caracteristicas microscopicas de Bacillus spp. fueron evaluadas
individualmente por triplicado en el medio phytase screening medium (PSM: glucosa 10
g I'!, fitato de sodio 4 g I'!, CaCl, 2 g I''!, NH4NOs3 5 g I''. KC1 0,5 g 1!, MgSO4H,0 0,5 g
I FeSO4 7H20 0,01 g I''!, MnSO4 H20 0,01 g I'' y Agar 15 g I'") descrito por Kerovuo et

al., 2000. Las cepas fueron incubadas a 37°C durante cuatro dias y se seleccionaron las
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cepas que presentaron formacién de halo alrededor de su colonia indicando la produccién
de fitasa extracelular. El diametro de dicho halo fue medido en mm a los dos dias de
incubacion y se calcul6 el indice de solubilizacién o mineralizacion (IS) con la siguiente

formula (Sadia et al., 2002):

IM = Didmetro de la colonia + Diametro de la zona del halo
Diametro de la colonia

Identificacion Taxonomica de las Bacterias Mediante 16S.

La identificacion molecular a nivel de género de las cepas puras con capacidad de
mineralizar el fitato fueron obtenidas mediante la amplificacion y secuenciacion parcial
del gen 16s rRNA. Para ello se realizo la extraccion de ADN gendémico usando el método
CTAB de Wilson (1997). La amplificacién se realizé por la técnica de PCR usando los
primers: QUGP-F1 (5'-AGTTTGATCCTGGCTCTCAG-3") y QUGP-RIb (5°-
TACCTTGTTACGACTTC-3"). Las condiciones de amplificacioén para la PCR fueron de:
94°C por 3 min; 94°C por 1 min; 60.7°C por 35 s; 72°C por 1 min para 35 ciclos; al final
se realiz6 una extension de 72°C por 5 min. La calidad del ADN gendémico y del producto
de PCR fueron evaluados por electroforesis al 1y 1.5% de agarosa, respectivamente. Los
productos de PCR fueron purificados con el protocolo de PCR clean-up de Wizard®
(Promega) y fueron secuenciados y analizados para su clasificacion taxondmica a nivel de

género en la base de datos GenBank usando BLAST (http://www.dna.affrc.go.jp).

Prueba de Mineralizacion in vitro en los Solidos Recolectados de Sistemas

Acuaponicos (SA).

Se evalud el efecto de inoculacion de dos cepas puras de bacterias productoras de
fitasa en diferentes condiciones de oxigeno y temperatura sobre la mineralizacién en
residuos solidos de un sistema acuaponico. Para ello, se implement6 un disefio factorial 2
x 2 x 3, donde se evalud los siguientes factores: factor A: temperatura (25°y 37°C); factor

B: condiciones anaerobicas (0 rpm) y aerdbicas (200rpm); factor C: testigo (sin
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inoculaciéon de cepa), inoculacion cepa Sp-5 e inoculacion cepa Sp-6, que presentaron
capacidad de hidrolizar el fitato. En total se evaluaron 12 tratamientos (Tabla 1), cada

uno con tres repeticiones (36 unidades experimentales, UE).

Cada UE consistié en un matraz de 250 mL, con 200 mL de solidos obtenidos de
sistemas acuapodnicos. En los tratamientos con inoculacion de bacteria, se realizé 48 horas
antes un precultivo de la cepa usando medio LB. Pasado las 48h cada una de las unidades
experimentales fueron inoculadas al 4% (Demirkan et al., 2014) con una ODgpo= 0.3 y

con unidades formadoras de colonia (UFC) de 2.7 x 107/mL.

Tabla 1. Tratamientos para la evaluacion in vitro del efecto de Bacillus sp. sobre el proceso
de mineralizacion de los so6lidos recolectados en sistemas acuaponicos, bajo
diferentes condiciones de oxigeno y temperatura.

Inoculacion de bacteria® Temperatura Oxigeno®
Testigo 24°C 0 rpm
200 rpm
37°C 0 rpm
200 rpm
Cepa Sp-5 24°C 0 rpm
200 rpm
37°C 0 rpm
200 rpm
Cepa Sp-6 24°C 0 rpm
200 rpm
37°C 0 rpm
200 rpm

"Los tratamientos incluyen sin inoculacion de bacteria (testigo) e inoculacion de cepas puras de
Bacillus sp. Sp-5y Sp-6.

Dos niveles de oxigeno fueron evaluados en combinacién con la inoculacién de bacteria y
temperatura, en el cual 0 rpm indica condiciones anaerdbicas y 200 rpm indica condiciones
aerobicas.

Determinacion de los nutrientes presentes en los solidos recolectados del SA.

Al inicio y final de experimento se tomaron muestras por duplicado, las cuales fueron
secadas a 70 °C durante 72 h; posteriormente fueron digeridas con 4cido nitrico (HNO3)

al 3.2 N para el andlisis del contenido de nutrientes en fosforo (P), potasio (K), calcio (Ca),
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azufre (S), magnesio (Mg), hierro (Fe), cobre (Cu), manganeso (Mn), molibdeno (Mo) y
zinc (Zn) por medio de espectrofotometria de emision Optica con plasma acoplado

inductivamente (iCAB 6000, Thermo Fisher Scientific).

Adicionalmente, se realiz6 un andlisis por duplicado de fitato implementando el
método de Wheelery Ferrel, 1971; nitrogeno total (%) implementando el método de
Kjeldahl utilizando una relacion de 1:1:1.5 de la muestra, con el catalizador (Sulfato de
potasio + Oxido de mercurio) y con 4acido sulfurico (H>SOs4) concentrado,
respectivamente; y porcentaje (%) de materia organica fue analizado por el método de
calcinacion, siguiendo el manual para analisis de materia organica de Paneque ef al.

(2010).

Determinacion de los nutrientes liberados durante la mineralizacion de los

solidos recolectados del SA.

En la solucion liquida se realizaron mediciones al inicio y cada dos dias del
experimento (durante 12 dias) de las siguientes variables: pH y conductividad eléctrica en
uS cm!, analizados por medio de un Medidor multiparamétrico de pH (Thermo
Scientific™) y conductividad, Orion Star™ A215, con exactitud de +0.002; y el fosforo
P (PO4 en mg 1I'!) por espectrofotometria UV-vis (Genesys 20 de Thermo Spectronic) a
una longitud de onda de 470 nm, implementando el método de amarillo vanadato

molibdato descrito por Rodriguez & Rodriguez (2002).

Por otro lado, al inicio y cada dos dias se tomaron 10 mL de muestra por UE, las
cuales fueron conservadas a -20°C. Al final del experimento fueron seleccionadas las
muestras iniciales (tiempo 0 dias) y las muestras tomadas a los 10 dias para el analisis en
mg L' de K, Ca, Mg, S, Fe, Mn, Mo, Cuy Zn por espectrofotometria de emision optica
con plasma acoplado inductivamente. (iCAB 6000, Thermo Fisher Scientific). El tiempo
de los 10 dias fue seleccionado porque fue el tiempo donde estadisticamente presentd

mayores concentraciones de P (PO4” en mg L).
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Analisis estadistico.

Los resultados obtenidos fueron presentados como el promedio * desviacion estandar,
analizados por la prueba de normalidad, de ANOVA y por la prueba de comparacion de
media de tukey “hostly significant difference (HSD)”, al nivel de significancia del 5% (p
< 0.05). También se realiz6 un analisis factorial de 2 x 2 x 3 con sus respectivas
interacciones, implementando el paquete estadistico de Statistic7 (StatSoft, I. SS L.,

“Statistica”, Data analysis software system, version 7).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion de Bacterias Mineralizadoras de Fitato.

En ecosistemas acudticos factores como: Oz, CO», pH, N inorganico, alcalinidad y
acumulacion de materia organica influyen en la actividad microbiana; y se reporta que hay
una gran diversidad de grupos bacterianos en la interface agua-sedimentos en condiciones
Oxicas- andxicas de ecosistemas acuaticos y en sistemas de produccion acuicola (Brune et

al., 2000).

En las muestras de sélidos sedimentables, obtenidas en granjas acuaponicas en
Guadalajara-Jalisco, se aislaron 60 cepas de bacterias, de las cuales 6 cepas presentaron
capacidad de causar hemolisis parcial (alfa) y hemolisis total (beta) de los globulos rojos,
siendo una prueba indicadora de patogenicidad (cepas descartadas); 47 cepas restantes
presentaron caracteristicas microscopicas de bacterias Gram negativas y positivas en
forma de coco y micrococos (Figura 1) y solo 7 cepas presentaron caracteristicas
microscopicas del género Bacillus (Figura 2), que corresponde a bacterias Gram
positivas en forma de baston dispuestas en pares o cadenas con forma redondeada o
cuadrada (Slepecky & Hemphil, 2006). En la tabla 2 se expone las caracteristicas

morfologicas en la formacion de la colonia de las cepas con caracteristicas de Bacillus.

La presencia de este género en las muestras de solidos es apoyada con el estudio de
Schamautz et al, (2016), donde reportdé que el 93.2% de las lecturas moleculares
obtenidas en muestras de solidos en sistemas acuapdnicos son bacterias del phylum

Firmicutes, el cual comprende la familia Bacillaceae, perteneciente al género Bacillus sp.
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Figura 1. Descripcion microscopica de las cepas aisladas en muestras de residuos solidos
sedimentables recolectados en granjas acuapdnicas en Guadalajara-Jalisco.A.
Cepas Gram negativas (micrococcus); B. Cepas Gram positiva micrococcus; y
C. Cepa Gram positiva coccus.

Figura 2. Descripcion microscopica de cepas aisladas en muestras de residuos solidos
sedimentables recolectados en granjas acuaponicas en Guadalajara-Jalisco. A.
Sp-1; B. Sp-2; C. Sp-3; D. Sp-4; E. Sp-5; F. Sp-6; and G. Sp-7
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Tabla 1. Caracteristicas morfologicas y microscopicas de las cepas aisladas de las
muestras de solidos obtenidos en granjas acuapénicas de Guadalajara-Jalisco.

Identificacion Capacidad

Cepa Caracteristicas morfologicas . g roe
microscopica hemolitica

Sp-1 Coloraciéon crema de crecimiento uniforme Gram (+) gamma
con morfologia ondulada y superficie
convexa.

Sp-2 Colonias de color crema, morfologia Gram (+) gamma
ondulada, filamentosa y superficie convexa.

Sp-3  Coloracion café, de morfologia irregular y Gram (+) gamma
convexa.

Sp-4  Coloracién crema de morfologia ondulada con Gram (+) gamma
superficie plana.

Sp-5 Coloracioén crema, con morfologia lobulada y Gram (+) gamma
superficie convexa.

Sp-6  Coloracién café, de morfologia rizoide Gram (+) gamma

Sp-7  Coloracion café, de morfologia irregular Gram (+) gamma

Cepa Sp-2 y Sp-5 fueron aisladas de las muestras del hidrociclon y las demas fueron
aisladas de los so6lidos recolectados en el subsistema hidroponico.

Las siete cepas fueron evaluadas con la prueba bioquimica de mineralizacion in vitro
para la formacioén del halo (zona clara) en mm, usando el medio s6lido PSM, de las cuales,
solo 2 cepas (Sp-5 y Sp-6) presentaron formacion del halo durante el periodo de 36 a 48
horas que corresponde a la fase estacionaria (Figura 3 y 4). La bacteria Sp-6 presentd
mayor indice de mineralizacion con un valor de 3.2+0.3 mm, y la cepa Sp-5 un menor

indice con un valor de 2.1+£0.3 a pH 7.0.

La capacidad de degradar el fitato se lleva a cabo principalmente por la produccion
extracelular de la enzima fitasa, el cual hidroliza los enlaces fosfodiester del fitato
liberando grupos ortofosfato o fosfato inorganico asimilable para las plantas (Mullaney &
Ullah, 2003; Balaban et al., 2017). Dicha degradacion del fitato coincide con el estudio
de Demirkan et al., (2014), donde obtuvieron la mayor actividad enzimatica (210 U/mL)

a las 48 h, durante la fase de crecimiento estacionaria de Bacillus sp.

Algunas de las especies de este género son reportadas con capacidad de mineralizar
el fitato (Oh et al., 2004; Dechavez et al., 2011; Kumar ef al., 2012) mostrando actividad

enzimatica extracelular en pH de 6.5 a 7.5, lo cual es una ventaja para ser implementada
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en los sistemas acuaponicos, pues a este rango son condiciones estables para el

crecimiento de peces, plantas y bacterias nitrificantes (Somerville et al., 2014; Rakocy et

al., 2006).

A

Figura 3. Formacién de halo por mineralizacion de fitato con cepas puras de bacterias Sp-
5 (A) y Sp-6 (B) en “phytase screening médium” (PSM).

- 1,2 4 1B "_.-!_Io__._,!_.'._.!..'__._\__.__“‘-9
E 1] | |
g 0.0 0 ° ,’,6/ R2=0,99
= 087 et _*"t--. - y
« K
g g R2=0,98
2 0,6 1 » Iy
\© .“’ ‘l
- ;
< 04 - |,
a 02 |
1 [
0 T T T T T T ; : I I
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Horas Horas

Figura 4. Cinética de crecimiento de cepas puras de Bacillus sp. mineralizadoras de fitato.

A. Cepa pura Sp-5; B. Cepa pura Sp-6.
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Los resultados de la identificacion molecular de las cepas mineralizadoras de fitato
basado en la amplificacion de la secuencia 16S rRNA (Figura 5) y en el analisis BLAST
de las secuencias (Tabla 3) revelan una alta similaridad con las bacterias del género
Bacillus sp., Bacillus phaericus y Bacillus cereus. El género de Bacillus sp. ha sido
identificado en la mayoria de estudios como uno de los predominantes en la produccién
extracelular de la fitasa en suelo y en medios acudticos, reportando actividades
enzimaticas de 39 U mL; 60-120 U mL"' y 69 U mL"! en B. cereus, Bacillus sp. y B.
shaericus respectivamente (Oh et al., 2004; Joseph & Raj, 2007; Gulati et al., 2007; Anis
Sobirin et al., 2009; Jain & Chauhan, 2014; Ramani, 2014), lo cual son especies que

pueden ayudar a la mineralizacion de los so6lidos generados en acuaponia.
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Figura 5. Electroforesis de gel de agarosa al 1.2%. A. Muestras de PCR de la
amplificacion del gen 16S rRNA. Pozo 1 marcador de 1 kb; pozo 2 y 3: muestras
de ADN de la cepa Sp-5. Pozo 3 y 4: muestras de ADN de la cepa Sp-6. Pozo 6:
blanco. Las muestras fueron amplificadas a 60.7°C de temperatura de alineacion.
B. Producto de PCR (fragmento de 1500 pb) purificado con el protocolo de PCR
clean-up de Wizard® en cada una de las cepas. Pozo 1 fragmento purificado de
la cepa Sp-5. Pozo 2 marcador de 1 Kb. Pozo 3 fragmento purificado de la cepa
Sp-6.
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Tabla 2. Identificacion de bacterias mineralizadoras de fitato basado en el analisis de las
secuencias parciales obtenidas del gen 16s rRNA en la base de datos GenBank

(BLAST).
Cepa aislada Género % de identidad
Sp-5 Bacillus cereus 90
Bacillus shaericus 91
Sp-6 Bacillus cereus 91
Bacillus sp. 91
Bacillus shaericus 91

Mineralizacion de Fitato en Solidos Sedimentables Recolectados de Sistemas

Acuaponicos y su Efecto en la Liberacion de Fosforo Inorganico.

Algunos estudios reportan que los nutrientes presentes en el alimento no consumido y
heces de los peces en sistemas acuapoOnicos se encuentran en mayor proporcion en forma
organica e insoluble, los cuales no son facilmente disponibles para las plantas (Scheider
et al., 2005; Neto & Ostrensky, 2015). Asi mismo, son pocos los estudios recientes
realizados sobre la mineralizacion en acuaponia, mostrando pequenas diferencias en
condiciones aerobicas y anaerobicas (Monsees et al., 2017; Goddek et al., 2018). Por este
motivo, el objetivo de esta parte del estudio fue evaluar el efecto de la inoculacion de las
cepas puras de Bacillus spp. con capacidad de degradar el fitato (Sp-5 y Sp-6) en diferentes
condiciones de temperatura (24 °C y 37 °C) y oxigeno (anerébico y aaerdbico) sobre la
mineralizacion de los sélidos, con el fin de dejar los nutrientes mas disponibles para las

plantas.

El contenido relativo de materia organica y nitrogeno total de los solidos a los 12 dias
de mineralizacion fue significativamente menor con respecto al contenido inicial tanto en
condiciones anaerdbicas y aerdbicas a 24 y 37 °C, presentando contenidos finales de 60 a
80% de MO y 48 a 84% de NT (Figura 5.6). Esta degradacion es dada principalmente por
los diferentes procesos bioquimicos mediados por los microorganismos heterdtrofos
presentes en los solidos, donde una parte de la descomposicion de materia organica libera

nutrientes que pueden ser utilizados por los microorganismos para realizar sus procesos
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metabolicos y otra parte, principalmente el carbono y nitrégeno es metabolizado para el

crecimiento bacteriano (Beristain, 2005; Goddek et al., 2018).
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Figura 6. Los cambios de concentracion relativa (%) de materia organica (A), nitrogeno
total (B) y fitato en concentracion iniciales y después de la inoculacion sin y con
cepas puras de Bacillus sp. colectadas en sistemas acuaponicos durante 12 dias.
Los datos representan el promedio + desviacion estandar. Letras diferentes
representan diferencias significativas de p < 0.05.

La capacidad de las diferentes especies de Bacillus spp. en producir fitasa depende de
la cepa y de las condiciones presentes en el cultivo (Kerovuo, 2000; Singh et al., 2014).
Esto coincide con los datos obtenidos en nuestro experimento, donde se observo
diferencias significativas a partir del dia 2 del proceso de mineralizacion, presentando
altas concentraciones de fosfato (PO4) en los tratamientos inoculados con cepas puras de
Bacillus sp. (Sp-6), seguido de la Sp-5, en comparacion al testigo (Figura 7A). Con
respecto a las condiciones evaluadas no se presentd un efecto de temperatura sobre la
liberacion de POs (Figura 7B), mientras que condiciones aerobicas afectaron
significativamente la mineralizacion de fitato a partir del dia 6, independiente de la cepa

bacteriana (Figura 7C).
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Figura 7. Efecto de la inoculacion de cepas puras de Bacillus sp. mineralizadoras de fitato

A. Efecto de cepas de Bacillus sp.

sobre la disponibilidad de P inorganico (PO4-) en la soluciéon mineralizada de los
mineralizadores de fitato sobre la mineralizacion de sélidos del sistema. B.
Efecto de Bacillus mineralizadores de fitato en diferentes condiciones de

solidos generados en acuaponia.

Efecto de Bacillus mineralizadores de fitato en
igeno. Los datos representan el promedio + la

andar. Letras diferentes representan diferencias significativas de p

<0.05 en cada tiempo.
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Este incremento de PO4 coincide con la disminucion del contenido relativo de fitato a
los 12 dias de mineralizacion, con respecto al contenido relativo inicial de fitato (100%:
2.87+£0.17 mg/100 g de muestra), donde se observé menor contenido relativo en los
tratamientos con condiciones aerobicas presentando diferencias significativas de p < 0.05
(Figura 6C). Asi mismo, el andlisis de correlacion confirma la importancia de las
condiciones aerdbicas para el proceso de mineralizacion o degradacion del fitato, ya que
el analisis presenta una baja correlacion entre los tratamientos con condiciones
anaerObicas y una alta correlacion en condiciones aerdbicas con un R? de 0.74; 0.81, y con
un coeficiente de correlacion negativo de -0.86 y -0.90 a 24°C y 37°C respectivamente
(Figura 8). Por otro lado, la presencia de fitato en los s6lidos generados en el sistema por
el alimento no consumido y las heces coincide con los resultados obtenidos en otros
estudios (Cripps & Bergheim, 2000; Green et al., 2002; Yeo et al., 2004). La presencia de
esta molécula en los residuos se debe a la ausencia de la enzima fitasa en el intestino de
los peces, el cual tiene como capacidad degradar el fitato presente en el alimento que
proviene principalmente de los ingredientes de origen vegetal implementados en la

formulacion de la dieta como proteina vegetal (Hua & Bureau, 2006).
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Figura 8. Andlisis de correlacion entre las variables de fosfato y fitato. A. andlisis de
correlacion en condiciones anaerobicas y B. analisis de correlacion en
condiciones aerobicas.

Las concentraciones bajas de fitato en el testigo frente a los tratamientos inoculados

con las cepas puras de Bacillus sp. no presentaron diferencias significativas (Figura 6C).
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Sin embargo, las concentraciones de POs fueron estadisticamente mayores en los
tratamientos inoculados frente al testigo (Figura 7A). Una posible explicacion puede ser
dada por dos razones: lra. Las condiciones aerobicas fueron ideales para permitir la
actividad enzimatica de las poblaciones microbianas con capacidad de degradar el fitato
que se encontraban presentes naturalmente en los soélidos (testigo) y 2da. Las bacterias
inoculadas (Sp-5 y Sp-6) ayudaron a degradar el fitato presente en los solidos y
posiblemente también a solubilizar otras formas de fosforo no asimilable como la
hidroxiapatita, fosfato monocalcico, fosfato dicélcico y fosfato triclcico las cuales
también se puede encontrar en el alimento de los peces y por ende en los so6lidos

acumulados en los sistemas (Hua & Bureau, 2006; Henao & Vanegas, 2008).

Recientemente la aplicacion de P como fertilizantes en la produccién agricola esta
siendo un tema de discusion debido a la preocupacion en el agotamiento de las reservas
de roca fosforica (recurso no renovable) y en la poca disponibilidad de este elemento en
el suelo (Dillow, 2008). Asi mismo, en acuicultura tradicional y en sistemas cerrados de
recirculacion estos solidos liberados al ambiente estan causando problemas de
contaminacion y eutrofizacion (Lazzari & Baldisserotto, 2008). Por lo cual, dichos
resultados pueden ser importantes para su aplicacion en agricultura o para la optimizacion

de mineralizacién en acuaponia.

Efecto de Bacillus sp. Sobre la Mineralizacion de los Solidos y la Liberacion de
Macro y Micronutrientes.

Con respecto a los resultados obtenidos en la variable de PO4", como principal elemento
liberado en la hidrolisis del fitato se realizd6 un andlisis factorial de los mcro y
micronutrientes a los 10 dias del proceso de mineralizacion, ya que fue el tiempo donde
se observd mayores concentraciones de fosforo entre los tratamientos inoculados,
presentando diferencias significativas de p < 0.05 el tratamiento inoculado con la cepa Sp-
6 frente al testigo y al tratamiento inoculado con la cepa Sp-5 (Figura 7A).

El analisis factorial nos muestra el analisis de las interacciones de los factores, las cuales
permiten mostrar la correlacion entre las variables analizadas. Tres interacciones dobles

(TempxOxigeno, TempxInoculacion y OxigenoxInoculacion) y una interaccion triple
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(TempxOxigenoxInoculacion) fueron evaluadas. La interaccion triple mostré diferencias
altamente significativas de p < 0.0001 (Tabla 4), indicando que la interaccion de la
inoculacion de la cepa Sp-6 bajo condiciones aerdbicas (200 rpm) y a 24°C generd un

efecto positivo en el incremento de las concentraciones de fosfato (33.4 + 0,96 mg L).

Adémas el analisis realizado en macro y micronutrientes con respecto al tiempo inicial
del experimento (Tabla 4) muestra diferencias significativas de p < 0.05 entre las
condiciones evaluadas en oxigeno, temperatura e inoculacion de bacterias (Tabla 5y 6).
Estos resultados nos indican que hay un efecto importante de las condiciones evaluadas
sobre la liberacion de nutrientes, lo cual es apoyado con estudios donde reportan que la
degradacion de la materia organica esta influenciada por diferentes factores como pH,

temperatura, oxigeno, actividad biologica y relacién C:N (Beristain, 2005).

Tabla 3. Concentracion promedio inicial de macro y micronutrientes en el agua, antes de
realizar la inoculacion de las bacterias.

K S Ca TotalP P (POy) Mg Fe Zn Cu Mn Mo
mg g

568+13.0 3602462 542457 283478 6854045 167415 0.14+0.14 0.1£0.01 0.04+0.01 0.04+0.02 0.8+0.12
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Tabla 4. Efecto de Bacillus sp. en la liberacion de macronutrientes durante la mineralizacion de residuos solidos generados en
sistemas acuaponicos.

Inoculacién Temp. Oxigeno K S Ca Total P P (POy) Mg
mg L
Testigo 24°C  Orpm 189.5+52.1a 306.2 +20.7 de 909+69¢ 262.8+3.5¢cd 73+ 14fg 259+09¢
200 rpm 1146+422¢ 4704+94 a 200.0+3.4d 73.6+322f 183+14c¢ 309+09a
37°C  Orpm 139.7+£52.7b 359.7+17.6 be 550+3.6f 829+908f 64+£0.6g 22.5+0.1d
200 rpm 86.6+302¢ 320.1+182cde  55.0+32f 722+103f 168+04cd 223+1.8d
Cepa Sp-5 24°C  Ormpm 147.1£41.7bed  296.6£3.7 cde 41.7+3.81g 3209+ 71.1cd 73+£25¢g 22.7+£2.0d
200 rpm 1223+£3.79bed  4659+8.1a 301.9+8.1a 534.1+6.0de 15.0+4.8d 317+1.1a
37°C  Orpm 149.9+31.2be 3202+ 11.7ef 395+£11.7gh  149.3+295¢f 98+13ef 19.5+06¢
200 rpm 102.4 £ 5.5 cde 364.6+4.8 be 277.7+4.8b 872.9+114.5b 27.8+27b 28.7+0.1b
Cepa Sp-6 24°C  Orpm 1252 +2.4 bed 269.0+5.8q 33.5+58¢gh 356.3+39.2cd 109+13¢ 23+£1.0d
200 rpm 124.9 £ 6.4 bed 4730+4.5a 302.8+4.5a 1193.9+70.7 a 334+16a 319+0.8a
37°C  Ormpm 1415+4.1b 303.0+12f 313+12h 143.9+19.9 ef 8.1+10¢g 190+1.0¢
200 rpm 02.1+14.6 de 323.0+£348bcd  2383+348c  6389+1.0Db 27.01+1.0b  26.1+2.8b
>zo<> *kk *%kk *%kk *%kk *kk *okk
Temp x Oxigeno ns . ns ns ns ns
Temp x Inoculacién ns ns . s e .
Oxigeno x Inoculacion . ns . ahae Xk i
* X *hk *xk *x

Temp x Oxigeno x Inoculacién

ns

!Concentracion promedio de minerales en el tiempo inicial, antes de realizar la inoculacion. 2 Concentracion promedio de
minerales a los 12 dias de mineralizacion.

Valores representan promedio + desviacion estandar.
ND significa valores no determinados.

ns,* ** *** gignifica no hay diferencias significativas, p < 0.05, 0.01, o 0.001, respectivamente.

51



Tabla 5. Efecto de Bacillus sp. en la liberacion de micronutrientes durante la mineralizacion de residuos s6lidos generados en
sistemas acuaponicos.

Inoculation Temp. Oxigeno Fe Zn Cu Mn Mo
mg L-!
Testigo 24°C 0 rpm 07+03a 0.7+0.1 ND ND 0.1+0.9
200 rpm 0.9+0.1 abe 1.0+0.2 0.03 +£0.01 ND 02£0.2
37°C  Orpm 03£0.1de 0.8+0.01 ND ND 0.3 £0.03
200 rpm 0.1%0.1e 0.6 +0.02 0.02 +0.03 ND 05£0.2
CepaSp-5 24°C 0 rpm 0.4 £0.06 cde 0.6+0.01 ND ND ND
200 rpm 1.0£0.05a 0.8+03 0.04 +0.02 0302 06£04
37°C Orpm 0.9+ 0.08 ab 03+0.2 0.06 +0.02 ND 02+0.1
200 rpm 1.0£0.1a 09+04 0.02 +0.05 0.4+0.02 03£0.2
CepaSp-6 24°C 0 rpm 0.4 £0.07 bcde 0.7+ 0.09 0.05+0.09 ND 02+0.3
200 rpm 09+02a 0.5+0.05 0.04 £0.07 0.4+0.06 02£03
37°C Orpm 03£0.1de 0.8+03 0.06 + 0.03 ND 0.2 £0.02
200 rpm 0.6 £0.03 abed 0.5+0.1 0.02 +0.08 03+0.1 ND
ANOVA * ns ns ns ns
Temp x Oxigeno ns ns ns ns ns
Temp x Inoculacién *x* ns ns ns ns
Oxigeno x Inoculacién * ns ns ns ns
Temp x Oxigeno x Inoculacion ns ns ns ns ns

IConcentracion promedio de minerales en el tiempo inicial, antes de realizar la inoculacion. 2 Concentracion promedio de
minerales a los 12 dias de mineralizacion.

Valores representan promedio + desviacion estandar.
ND significa valores no detectados. Limite de deteccion: Cu < 0.05; Mn < 0.01; Mo < 0.01.
ns,* ** *** gignifica no hay diferencias significativas, p < 0.05, 0.01, o 0.001, respectivamente.
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El efecto de las condiciones evaluadas sobre la liberacion de nutrientes es confirmado
con el analisis factorial, donde se observé que la interaccion de algunos factores muestra
un incremento significativo sobre la mineralizacion de los elementos estudiados. En Ca y
Mg se obtuvo diferencias significativas (p < 0.05) en las interacciones triple (Tabla 5),
donde condiciones aerdbicas, con temperatura de 24°C e inoculacion de las bacterias Sp-
5y Sp-6 incrementaron la disponibilidad de estos elementos alcanzando concentraciones
de 301.9 y 302.8 mg L' de Ca y 31.7 y 31.9 mg L' en Mg respectivamente. Estos
resultados coinciden con los tratamientos que presentaron mayor degradacion de fitato y
liberacion de POy, lo cual puede ser una posible explicacion, donde parte de la liberacion
de estos elementos puede ser dada por la actividad biologica de Bacillus sp. en la
degradacion del fitato que se encuentra quelado con estos elementos, debido a su carga

cationica 2+,

En S, también se obtuvo diferencias significativas en la interaccion triple, donde
condiciones aerdbicas, con temperatura de 24 °C y con o sin inoculaciéon de bacteria
influyen en el incremento de este elemento, donde se alcanzé concentraciones de 470.4
mg L'y 473.4 mg L! durante los 10 dias de mineralizacion. Una posible explicacion a la
mineralizacion de este elemento puede ser debido a la degradacion de la proteina presente
en los solidos, ya que el S se encuentra presente en la estructura de algunos aminoécidos,
principalmente de la metionina, uno de los aminoacidos esenciales e importantes para el
inicio de la sintesis de proteinas que son implementados como aditivo en el alimento de

los peces, debido a que el organismo no puede sintetizarlo por si mismo (Vasquez, 2004).

A diferencia de estos elementos, para el K se observo diferencias significativas en la
interaccion doble, en el cual la interaccion de condiciones anaerdbicas y sin inoculacion
de bacteria incrementan la mineralizacion, alcanzando concentraciones de 189.5 mg L'
Son pocos los estudios realizados en mineralizacion enfocados en acuaponia; sin embargo,
esta diferencia en el incremento de macronutrientes coincide con el estudio de Delaide
(2017) y Monsees (2017), donde reportan pequeiias diferencias de la concentracion de
macronutrientes liberados durante la mineralizacion, presentando un incremento de

minerales en condiciones aerdbicas, a excepcion del K.
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En una solucion hidropdnica se reporta que las concentraciones de macronutrientes
ideales para el crecimiento de hortalizas son de 30 a 60 mg L'! de P en forma de POy, 240
a350 mg L! de K; 140 a 240 mg L' de Ca; y 45 a 55 mg L' de Mg (Castellanos, 2009).
Lo anterior comparado con lo obtenido indica que el PO4 estuvo dentro del rango
requerido; Mg present6 15 mg L menor a lo requerido; las concentraciones de Ca fueron
60 mg L' superior a lo recomendado y las concentraciones de K estuvieron 50 al60 mg
L' menores a las requeridas en hidroponia. Con respecto al K, algunos investigadores
reportan que el K puede ser un elemento obligatorio que debe ser suplementado en los
sistemas acuaponicos, ya que han encontrado que el contenido de este elemento presente
en los solidos generados en los peces es bajo y por ende deducen que la mineralizacién
total de los solidos no permitird alcanzar las concentraciones requeridas por hidroponia
(Delaide, 2017). No obstante, en el presente estudio la concentracion final de K en los
solidos a los 12 dias de mineralizacion fue de 5.7 a 7.2 mg g'! (Tabla 7), mayor a lo
reportado por Delaide (2017) con 0.2 mg g! 'y menor a lo reportado por Raffie & Roos
(2007) con 7.31 %, por lo cual, esto indica que atn faltan estudios que comprueben la baja
disponibilidad de potasio en los so6lidos generados en el sistema; asi cémo, evaluar
procesos bioldgicos que optimicen la degradacion de los sélidos en condiciones

anaerdbicas.

Por otro lado, en el analisis de micronutrientes se observo un incremento de los
elementos evaluados, con respecto al tiempo inicial (Tabla 6). Zn, Cu, Mn y Mo no
presentaron diferencias entre tratamientos y tampoco entre las interacciones de los
factores, lo cual posiblemente los factores evaluados no influyen significativamente en su
liberacion o mineralizacion. Mientras, que Fe present6 diferencias significativas entre los
tratamientos y el andlisis factorial mostrd una interaccion significativa entre interacciones
dobles de inoculacion de bacteria x temperatura e inoculacion de bacteria x oxigeno
(Tabla 6), presentando concentraciones significativamente altas de Fe en el testigo (0.96
mg L) y en los tratamientos inoculados con la cepa Sp5 y Sp-6 en condiciones aerdbicas
(1.03 y 0.92 mg L), con respecto a las condiciones anaerobicas. En comparacion a la
interaccion de los tratamientos inoculados en condiciones de 24 y 37 °C fue

estadisticamente igual, lo cual indica que para la liberacion de Fe las condiciones
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aerobicas son mas importantes o significativas que la temperatura. No obstante, atn faltan
realizar estudios que comprueben que los elementos que conforman los macro y
micronutrientes con carga 2%, si puedan ser liberados durante la degradacion o

mineralizacion de fitato por Bacillus sp.

En la fisiologia de las plantas, los micronutrientes son necesarios en menores
cantidades, pero su funcion es importante para el desarrollo del cultivo, ya que son
utilizados como activadores de reacciones enzimaticas e involucrados en diferentes
procesos fisiologicos de la planta (Barker & Pilbeam, 2006); se reporta que la planta
requiere de 1 a2 mg L' de Fe; 0.3 mg L' de Zn; 0.05 mg L ! de Cu; 0.5a 1.0 mg L' de
Mn y 0.05 mg L! de Mo (Castellanos, 2009). Lo anterior comparado con lo obtenido en
el proceso de mineralizacién muestra que el Fe, Cu y Mn a los 10 dias de mineralizacion
no alcanza las concentraciones requeridas para la planta, permaneciendo presentes en los
solidos organicos con concentraciones de 2.9 a 5.0 mg g de Fe; 0.2 mg g' deCuy0.5a
0.7 mg g'! de Mn (Tabla 7). Por lo cual, esto indica que faltan realizar mas estudios para
evaluar otros factores que puedan influir en la liberacion y por ende optimicen la

mineralizacion de estos elementos en el sistema.

Por otra parte, las concentraciones de conductividad électrica e incremento relativo fue
diferente en condiciones anderobicas y aerobicas (Figura 9), donde en condiciones
anaerobicas solo se presento un incremento relativo significativo durante los 4 dias del
proceso de mineralizacion; mientras que el incremento relativo en condiciones aerdbicas
fue significativamente mayor en los tratamientos inoculados Bacillus sp. frente al testigo
durante los 12 dias de mineralizacion (Figura 9B). Esto coincide con el incremento
nutricional en la solucién, donde las condiciones aerdbicas e inoculacion de bacteria

favorieron la liberacion del Fe y los macronutrientes a excepcion del K.

Finalmente, durante el proceso de mineralizacién en condiciones anerobicas el pH
aumento de 7.6 a 8.3 y 8.5; mientras que en condiciones aerobicas el pH disminuy6 de 7.6
a 6.5 (Testigo) y 5.9 (Sp-5 y Sp-6) (Figura 9C). La diferencia en el comportamiento de

esta variable puede ser debido a los diferentes procesos fisicos, quimicos y biologicos que
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se pueden llevar a cabo en condiciones anaerobicas y aerobicas durante la degradacion de

materia orgénica ( Krachler et al. 2009; McCauley et al., 2017).

’ B Testigo & Cepa Sp-5 O Cepa Sp-6

A Anaerdbico B

CE (n cm™)

Incremento relativo de CE(%)

Dias después de inoculacion Dias después de inoculacion

Figura 9. Cambios de conductividad eléctrica (CE), incremento relativo de CE (%), y pH
en condiciones anaerobicas (A, C, E) y aerébicas (B, D, F) durante 12 dias de
mineralizacion con Bacillus sp. de sélidos recolectados en sistemas acuaponicos.
Los datos representan el promedio + la desviacion estdndar. Letras diferentes
representan diferencias significativas en el tiempo de p < 0.05.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio mostraron que la actividad de las
bacterias aisladas e identificadas del hidrociclon de un sistema acuaponico, como
mineralizadoras de fitato requieren de oxigeno para llevar a cabo su funcion, en el cual la
cepa pura de Bacillus sp. denominada Sp-6 en condiciones de oxigeno y a temperatura de
24 °C favoreci6 la degradacion del fitato causando un increment6 significativo en la
liberacion de fosfato y Ca durante el proceso de mineralizacion, en comparacion al testigo
y a la cepa Sp-5. Esta informacion es importante y util para su aplicacion en la agricultura

y en la optimizacion de la mineralizacion en sistemas acuaponicos.

El incremento de los nutrientes durante la mineralizacion no solo fue causado debido a
la actividad bacteriana por Bacillus sp., si no también podria ser por la actividad biologica
de otros microorganismos y/o reacciones quimicas generadas durante la mineralizacion
en las diferentes condiciones de oxigeno y temperatura, en el cual, se encontrd que las
condiciones anaerobicas favorece el incremento de K y la interaccion de las condiciones
aerdbicas, temperatura de 24 °C con y sin inoculacion de Bacillus sp. favorece el

incremento de la disponibilidad de S, Mg y Fe.
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CAPITULO 11

Evaluacion de Complementos Nutricionales en un Sistema Acuapdnico
(Oreochromis niloticus - Solanum lycopersicum L.): Solucion Organica Mineralizada

con Bacillus sp. y Solucion Hidroponica.

INTRODUCCION

La acuaponia, son sistemas biointegrados que combinan un sistema de recirculacion
cerrada (SCR) para la produccion de animales acudticos (principalmente peces) con la
hidroponia, para la produccion de hortalizas (Rakocy, 2006). Estos sistemas estan siendo
implementados desde los tltimos afios como una alternativa en la produccion de alimento
con el uso eficiente del agua y suelo, en el cual, su principal objetivo es reutilizar los
nutrientes generados en el SCR para el crecimiento de las plantas, con el fin de minimizar
el uso de fertilizantes quimicos sinteticos; y disminuir la contaminacion y eutrofizacion
en ambientes acudticos causada por el uso excesivo de agroquimicos y la descarga de
solidos con alta carga de nitrégeno y fosforo causada por sistemas acuicolas (Nelson,

2008; Edwards, 2015; Goddek et al., 2015; Delaide, 2017).

En términos generales, las plantas necesitan macronutrientes (C, H, O, N, P, K, Ca, S
y Mg) y micronutrientes (Fe, Mn, Zn, Cu, B y Mo) para cumplir las actividades
fisioldgicas requeridas para el buen crecimiento (Taiz & Zeiger, 2010). En hidroponia,
estos elementos son proporcionados a través de la fertilizacion quimica sintética, a
excepcion del C, H y O los cuales son disponibles en el aire y el agua (Taiz & Zeiger,
2010); mientras que en acuaponia el aporte de nutrientes para las plantas proviene
principalmente de los s6lidos disueltos en el agua; de la excrecion branquial por parte de
los peces y del proceso de nitrificacion llevado a cabo por las bacterias nitrificantes,
especialmente del género Nitrobacter y Nitrosomonas (Rakocy et al., 2006; Schmautz,

2015).
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Rakocy et al., (2007); Roosta & Hamidpour, (2013); Schmautz, (2015); y Delaide
(2017) reportan que los sistemas acuapdnicos son deficientes principalmente en K, Ca,
Fe; y recomiendan que los sistemas requieren la suplementacion de fertilizantes
inorganicos que complemente la nutricion requerida por la especie de hortaliza cultivada,
especialmente las hortalizas con fruto que presentan mayor exigencia nutricional. Asi
mismo, Rakocy et al. (2007) y Goddek et al. (2015) reportan que los residuos sélidos
generados por los peces (alimento no consumido y heces) estan compuestos por residuos
organicos, los cuales pueden ser una fuente importante de nutrientes si son mineralizados

o degradados a forma inorganica.

Varios estudios se han realizado en la evaluacion de diferentes disefios acuaponicos
sobre el rendimiento y produccion de hortalizas; en la evaluacion de la relacion dptima
entre plantas y peces; y en el efecto del tipo de alimento, concentracion de proteina cruda,
talla del pez y especie del pez sobre la acumulacion de nutrientes en el sistema (Rafiee &
Saad, 2005; Tyson, 2007; Licamele, 2009; Endut et al., 2010; Villarroel at al., 2011;
Dunwoody, 2013; Roosta & Hamidpour, 2013; Silva et al, 2015; Schamutz, 2015;
Villalobos & Gonzalez, 2016). Sin embargo, son muy escasos los estudios reportados
sobre la mineralizacion de los residuos so6lidos generados en acuaponia (Delaide, 2017;
Goddek et al., 2018); un estudio previo realizado en esta investigacion (capitulo I) reporta
la liberacion de macro y micronutrientes que pueden ser aprovechables para el cultivo de

hortalizas, durante la mineralizacién inducida biolégicamente con Bacillus spp.

Asi mismo, ha sido muy poco estudiado la evaluacion del efecto de la suplementacion
nutricional a través de soluciones organicas mineralizadas biolégicamente y soluciones
hidropdnicas sobre la composicion y dindmica de nutrientes en el sistema, y su efecto en
el crecimiento, rendimiento y calidad de la especie de pez y hortaliza cultivada, por lo
cual, es importante profundizar y enfocar este tipo de estudio, con el fin de generar
informacién que pueda ser util para la optimizacion en la produccion de hortalizas con
fruto en acuaponia. (Licamele, 2009; Roosta & Hamidpour, 2013; Schmautz, 2015;
Delaide, 2017; Nozzi et al., 2018).
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En la presente investigacion se trabajo con tomate, debido a que es una de hortaliza de
alta exigencia nutricional, de mayor produccién y comercializacion en México por su
riqueza en vitaminas y antioxidantes, como el licopeno, un compuesto importante para la
salud humana que ayuda a la prevencion de problemas cardiovasculares y de céncer.
Ademas, se trabajo con Tilapia del nilo (Oreochromis niloticus), ya que es una de las
especies mas implementadas en estos sistemas, debido a su alta tolerancia a diferentes
condiciones ambientales; rapido crecimiento y facil adaptacion a dietas comerciales

basada en fuentes de proteina vegetal y animal (Torres ef al., 2012).

En este contexto, se plantea como hipotesis que utilizar solucion orgénica mineralizada
con Bacillus sp. y solucion hidroponica, como complementos nutricionales en un sistema
acuaponico, aumentara los niveles de nutrientes en el agua, mejorando el crecimiento, la
produccion y calidad de tomate, sin afectar el crecimiento y la produccion de tilapia. Los
objetivos del presente trabajo fueron: 1. Evaluar en condiciones in situ dos complementos
nutricionales: soluciéon mineralizada con Bacillus sp. y solucion hidropdnica sobre el
crecimiento, calidad y produccion de tomate (Solanum lycopersicum L.) en un sistema
acuaponico. 2. Evaluar la dindmica de nutrientes en los sistemas acuapdnicos de tilapia-
tomate (Oreochromis niloticus y Solanum lycopersicum L.). 3.Evaluar los parametros de
crecimiento y pardmetros hematologicos en tilapia (Oreochromis niloticus) cultivada en
sistemas acuaponicos. 4. Evaluar la eficiencia del uso del agua y uso equivalente de

terreno de los sistemas acuapdnicos.
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MATERIALES Y METODOS

La investigacion se llevo a cabo en un invernadero del Centro de Capacitacion en
Agricultura Protegida (CECAP) de la Universidad Auténoma San Luis Potosi (UASLP),

México, ubicada a 14.5 Km de la carretera San Luis Potosi-Matehuala.

Disefio Experimental

Se evaluaron tres tratamientos, cada uno con tres repeticiones, en total 9 unidades

experimentales (UE) distribuidos en bloques completamente al azar (Tabla 1).

Tabla 1. Descripcion de los tratamientos evaluados en el experimento.

Tratamiento Descripcion
T1 Testigo: Sistema acuaponico sin complemento nutricional de solucion
mineralizada con Bacillus sp. y soluncion hidroponica.
T2 Sistema acuapdnico con complemento nutricional de solucion organica
mineralizada con Bacillus sp (CSOM).
T3 Sistema acuapdnico con complemento nutricional de solucion hidroponica
(CSH)

Cada UE del sistema acuapdnico (SA) estuvo compuesto del subsistema de peces de
recirculacion cerrada (SCR) y el subsistema hidroponico (SH), los cuales estuvieron
conformados de los siguientes componentes: tanque de peces (1000 L), sedimentador o
hidrociclén (150 L), biofiltro (150 L), unidad hidropénica (18 macetas de 10L, cada una),
sumidero (100 L) y unidad de inyeccion (5L). En el tanque de peces se instald tres
termostatos de 300 Watts, marca RESUN®, para controlar la temperatura del agua. En el
interior del biofiltro se colocaron fragmentos de tubo corrugado, con un érea superficial
especifica total de 300 m?/m?, los cuales fueron implementados como biobolas para el
alojamiento de las bacterias nitrificantes. En la unidad hidroponica, se adiciond en cada
maceta 7 litros de sustrato de tezontle, con las siguientes propiedades fisicas: porosidad
total del 55%, capacidad de aireacion del 46%, y capacidad de retencion de agua del 8%;
las propiedades quimicas iniciales del sustrato fueron pH de 6.92 + 0.91 y conductividad

eléctrica de 959 uS cm!. El sumidero fue utilizado para recolectar el agua lixiviada de
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cada maceta, donde se instalé en su interior una bomba de 1700 L h'! marca RESUN®,
con el fin de retornar el agua nuevamente al tanque de peces y asi mantener recirculando
el sistema constantemente, durante las 24 horas. La unidad de inyeccién fue instalada
unicamente en los tratamientos 2 y 3, con el fin de adicionar el complemento nutricional

de solucion mineralizada con Bacillus sp. y solucion hidroponica (Figura 1).

Por otro lado, se instal6 dentro del invernadero una turbina de 2 HP. En esta, se conecto
una linea de tubo PVC de 1 pulgada que abarcaba el area total de los 9 sistemas. En el
tubo de PVC se realizaron 6 conexiones por sistema, en las primeras cinco se instalaron
cinco mangueras, con su correspondiente piedra difusora, con el propdsito de aportar
oxigeno al tanque de peces; en la ultima conexion se instald una salida de tubo PVC de 1

pulgada que aportaba oxigeno al biofiltro.
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Biofilro

SCR

Hidrociclon

Unidad hidropnica

Sumidero

* Punto de muestra Entrada , agua que proviene del biofiltro ¢ inyector a la unidad hidroponica.

** Punto de muestra Salida, agua que retoma de la unidad hidropnica al tanque de peces.

La unidad inyectora fue utilizada para adicionar ¢l complemento de solucion mineralizada ¢ hidropénica del tratamiento 2 y 3. El

tratamiento 1 no present6 unidad inyectora,

Figura 1. Diseno del sistema acuapdnico implementado en el experimento.

Los ntimeros corresponden al orden del flujo del sistema. El complemento adicionado a la unidad inyectora fue instalada de tal

modo que la solucidon con nutrientes pasard directamente a la unidad hidropdnica.
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Las especies cultivadas fueron tilapia (Oreochromis niloticus) y tomate (Solanum
lycopersicum L.). El peso promedio inicial de los peces fue de 43 a 52 gramos, con una
talla de 12 a 16 cm de longitud total. La variedad de tomate fue Anibal F1, de crecimiento
indeterminado, fruto tipo saladette y ciclo de 8 a 10 meses, los cuales, fueron obtenidas
de la empresa de semillas Harris Moran. El cultivé se realizd bajo condiciones de
invernadero, donde la temperatura del agua se mantuvo en un rango de 20 a 29°C y las
condiciones de temperatura ambiental fluctuaron en temperaturas minimas de 7 a 14°Cy
maximas de 21 a 37°C durante el mes de Abril y Mayo; y en temperaturas minimas de 10

a 16°C y maximas de 33 a 48°C durante los meses de Junio, Julio y Agosto.

En el subsistema de peces de SCR se manejo una densidad de siembra de 40 peces/m?
y en el SH una densidad de 18 plantas por sistema acuapdnico (UE). Los peces fueron
alimentados 3 veces al dia con alimento comercial Purina®, ajustando la racion diaria y
el porcentaje (%) de proteina cruda segun su biomasa (Tabla 2). Pasado tres semanas de
la siembra de peces, cuando las concentraciones de nitrato (NO;3") en el agua fueron
superiores a 80 mg L', las plantas que presentaban de 4 a 5 hojas verdaderas fueron

trasplantadas al subsistema hidroponico del sistema.

Tabla 2. Porcentaje de proteina cruda y de alimentaciéon implementadas durante el
experimento para el crecimiento de O. niloticus.

Talla PC (%) Tasa de z;};)n)lentaci()n Diz’ull)l:ltil(;(t) del
I11a60g 40 4 Desarrollo 2.4 mm
60al170 g 32 3.5 Engorda 4.8 mm
170 2450 g 32 2 Engorda 4.8 mm

*PC: Porcentaje de proteina cruda en el alimento

Complemento Nutricional de las Plantas con Solucion Organica Mineralizada e

inoculacion de la cepa pura de Bacillus sp. (CSOM).

Para realizar el proceso de mineralizacion y obtener la solucion complementaria del

T2 se siguid el proceso de mineralizacion publicado en el capitulo I del presente estudio
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(condiciones aerodbicas, temperatura de 24°C e inoculacion cepa pura de Bacillus sp.-Sp-
6). Para ello, se implementd un biorreactor que consistio en 2 tanques de 200L, cada uno
con una entrada de oxigeno proporcionada por una salida de tubo PVC de 2 pulgada, la
cual estaba conectada a la turbina de 2 HP. Para llevar a cabo el proceso, los sélidos
fueron recolectados de los sistemas acuaponicos del T2 y fueron almacenados en cada uno
de los tanques hasta complementar un volumen de 150 L con el agua de los mismos

sistemas.

Después de finalizar la recoleccion de los solidos se ajustdé el oxigeno a una
concentracion >4 mg L' y el pH a 7.0 utilizando acido nitrico (HNOs"). Posteriormente,
se realizo la inoculacion de la cepa pura de Bacillus sp. (Sp-6); el tamafo del inoculo

implementado fue de 4% a 2,7 x 107 mL! unidades formadoras de colonia (UFC).

La mineralizacion de los solidos/tanque fue realizada de manera intercalada, con el fin
de asegurar el complemento de la solucion durante toda la fase experimental. El tiempo
de mineralizacion se llevo a cabo durante 10 dias iniciando la inyeccidon del complemento
en los sistemas al dia 11 del proceso de mineralizacion. Este complemento se realizo
diariamente inyectando 5L de solucion/sistema. Adicionalmente, cada 8 dias se adiciond
los micronutrientes de manera foliar (4 g 100 L"). La concentracion inicial de nutrientes

presente en la solucion organica mineralizada se expone en la tabla 3.

Tabla 3. Composicion nutricional de la solucion generada del proceso de mineralizacion
con Bacillus sp. en los s6lidos sedimentables del sistema.

P K Ca Mg S Fe Zn Cu Mn Mo
mg L!

33.05  5.21 62.72  7.01 16.80  0.018  0.13 0.03 0.03 2.38

Complemento Nutricional de Plantas con Solucion Hidroponica (CSH)

En el T3 del sistema acuapdnico se implementd como complemento nutricional una

solucion hidroponica propuesta por Castellanos, (2009). Para ello, se prepard una solucion
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de macronutrientes 10 veces concentrada en 200L de agua (Tabla 4), la cual fue utilizada
para inyectar diariamente 5L de solucidn, asegurando que el paso del agua hacia las
plantas oscilara en conductividades de 2 a 2.1 mS ¢cm™!. Adicionalmente, cada 8 dias se

adicion6 de manera foliar la solucion de micronutrientes (4 g 100 L!).

Tabla 4. Preparacion de 200 L de complemento de soluciéon de macronutrientes,
concentrada 10 veces.

Concentracion
Elemento ’ Fuente de fertilizante Formula Peso (g) 200 L!
mg L-
Nitrato de Calcio Ca(NOs)2+4H:0
N 176 . *
Nitrato de potasio KNOs3
Ca 180 Nitrato de Calcio Ca(NOs3)2+4H,0 1152
K 272 Nitrato de potasio KNOs3 1328.7
P 31 Fosfato monopotasico KH>POq4 272
S 67 Sulfato de magnesio
. MgSO4+7H20 763
Mg 48 Sulfato de magnesio

* No sé registra el peso para el elemento del N porque se aporté al momento de afiadir la
cantidad reportado para nitrato de calcio y nitrato de potasio.

Variables de Estudio para el Cultivo de Tomate.

Altura de la planta (S. Licopersicum, var Anibal).

Fueron seleccionadas 4 plantas del sistema y se realizdo semanalmente un registro de
longitud del tallo en cm utilizando una cinta métrica, desde la base del tallo hasta la zona

apical de la planta.

Medicion valores SPAD y estimacion del contenido de clorofila.

A las plantas seleccionadas para la medicion de altura, semanalmente se realiz6 el
registro de unidades SPAD con el equipo Minolta SPAD-502 DL. El valor SPAD de cada

hoja fue el promedio obtenido de 5 lecturas realizadas. A partir de los datos SPAD se
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estimo el contenido de clorofila en la hoja, mediante la ecuacién Y = 0.0647X - 1.4543

reportadas en el estudio de Jiang et al (2017).

Rendimiento en tomate (S. Licopersicum, var Anibal).

Cada 10 dias se realizaron observaciones de las 4 plantas seleccionadas para la
medicion de altura y se registrd los siguientes componentes de rendimiento: niimero de
racimos, numero de flores y frutos por planta; nimero de frutos por racimo y peso de fruto
por planta. Para el peso del fruto se utilizé la balanza digital marca Pioner®, modelo

PA84C, con un margen de error = 0.01.

Asi mismo, se registr6 el rendimiento (Kg m) tomando el peso total de los frutos de
todas las plantas/sistema. Este rendimiento fue calculado tomando el 4rea total del sistema
acuapénico (20m?) y el area del subsistema hidroponico (9m?), el cual corresponde al

rendimiento individual del sistema.

Parametros calidad del fruto de tomate.

A partir de las cuatro plantas seleccionadas para el analisis de las variables de
crecimiento y de componentes de rendimiento, se realiz6 un muestreo de 8 tomates por
tratamiento y repeticion para el analisis de calidad de fruto, los cuales fueron cosechados
en madurez comercial, cuando el fruto presentd externamente un color rojo caracteristico.
Las variables de calidad evaluadas en el fruto fueron: didmetro del fruto, firmeza, grados

Brix °, acidez titulable, proporcion entre azlcar y acidez, y contenido de fenoles totales.

Diametro y firmeza del fruto.

El diametro del fruto se realizé tomando la longitud polar (cm), que corresponde de la
punta del fruto a la parte de insercion del pediculo y la longitud del ecuatorial (cm), que
corresponde a los dos extremos del pericarpio. Posteriormente, se realizaron mediciones

de firmeza implementando el Sclerometer GY-1.
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Grados Brix °

Los frutos seleccionados por tratamiento fueron lavados, cortados y triturados para la
obtencion del jugo, en el cual ImL de la extraccion fue utilizada para la medicion de

grados Brix ° implementando el Refractometro marca ATAGO (0-32%)).

Acidez titulable

Los valores de acidez titulable se realizaron implementando la metodologia reportada
en el régimen de la Organizacion de cooperacion y Desarrollo Econémicos (OCDE, 2014).
Se tom6 5 mL de muestra (jugo de tomate) y se afiadié en un vaso precipitado de 250 mL
con 50 mL de agua destilada. De la mezcla obtenida se afiadid tres gotas de fenolftaleina
(indicador) y se titulo agregando lentamente gotas de hidréxido de sodio (NaOH) 0.1 N
hasta alcanzar del color incoloro a color rosa. La acidez se expresé como porcentaje de

acido citrico utilizando la formula:

. . ] Titulacion promedio
Porcentaje de acidez titulable (%) = 5 mL de jugo x 0.64

A partir de la determinacion de grados Brix ° y acidez titulable se realizaron los célculos

de proporcion de azucares y acidez implementando la siguiente formula:

Valor Brix @

Proporcion entre azicar y acidez = - - -
P y Porcentaje de acidez titulable

Contenido de fenoles totales

El contenido de fenoles totales fue analizado implementando el método de Folin-
Ciocalteu, usando acido galico para preparar la curva de calibracion (Martinez et al.,
2015). El ensayo se realizé tomando 2 mL de jugo de tomate; se adicionaron 0.4 mL de
solucién extractora compuesta por metanol, cloroformo y agua (2:1:1) y se centrifugd 15
min a 2500 rpm. Terminado el proceso de centrifugacion, se extrajo 500 ul de
sobrenadante, los cuales fueron colocados en matraces aforados de 25 mL.

Posteriormente, se afiadid 15 mL de agua destilada y 1.25 mL del reactivo Folin-

73



Ciocalteu; se homogenizo la muestra y se dejo reposar a oscuridad durante 8 min. Pasado
el tiempo se adiciond a la mezcla 3.75 mL de la solucién de carbonato sédico al 7.5 %
(NaxCO3) y se completo el volumen total del matraz (25 mL) con agua destilada.
Finalmente, las muestras fueron homogenizadas; se dejaron a oscuridad durante 2 horas a
temperatura ambiente y se realiz6 la lectura de la muestra a una absorbancia de 765 nm
en un espectrofotometro modelo Genesys 20 Thermo Spectronic. La concentracion de
contenido de fenoles totales en el extracto fue calculada a partir de la formula obtenida en
la curva de calibracion de acido galico (Y = 0.0558X + 0.0165 R?= 0.9909). Los datos
fueron expresados en base a mg equivalentes de 4cido galico / 100 g de muestra (mg GAE

100 g).

Dinamica de nutrientes en el SA

Al inicio del experimento y cada 10 dias, por tratamiento se colectaron muestras de
agua durante 103 dias en 2 puntos del sistema: 1. Entrada de agua al subsistema
hidroponico (SH) y 2. Salida o retorno del agua del SH al tanque de peces del SCR (Figura
VI.1). Para el caso del T2 y T3 con complemento nutricional se realizé un muestreo
adicional en la entrada del agua del subsistema hidropdnico antes de realizar la inyeccién

de la solucion organica mineralizada y/o hidropénica.

A cada uno de los puntos de muestreo se analiz concentraciones en mg L' de los
siguientes elementos: fosforo (P), potasio (K), calcio (Ca), azufre (S), magnesio (Mg),
hierro (Fe), cobre (Cu), manganeso (Mn), molibdeno (Mo) y zinc (Zn) por medio de

espectrofotometria de emision Optica con plasma acoplado inductivamente.

En los Biorreactores, donde se llevé a cabo el proceso de mineralizacion se realizaron
muestreos al inicio y a los 10 dias de los siguientes elementos: P, K, Ca, S, Mg, Fe, Cu,
Mn, Mo y Zn, implementando el espectrofotometro de emision Optica con plasma
acoplado inductivamente; el pH, conductividad eléctrica (CE en uS c¢cm™), temperatura

(°C) y oxigeno disuelto (OD) fueron registrados por medio de la zona multiparametrica

HANNA HQ40D.
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Concentracion de nutrientes en tejido vegetal

En la etapa de floracion de la planta se realizé un muestreo por tratamiento y repeticion
de una hoja completa joven, las cuales fueron secadas a 70°C durante 72 horas.
Posteriormente, fueron procesadas y molidas hasta obtener polvo, donde 0.5 g fueron
implementados para realizar el andlisis de nitrégeno total por el método de Kjeldahl,
utilizando una relacion de 1:1:1.5 de la muestra con el catalizador (Sulfato de potasio +
Oxido de mercurio) y acido sulfurico (H2SO4) concentrado respectivamente.
Adicionalmente, se peso 0.5 g del peso seco y fueron calcinados en mufla a 450°C, y
posteriormente fueron digeridos con dcido nitrico concentrado, diluidos a 25 mL con agua
destilada y finalmente las muestras fueron analizadas en espectrofotometria de emision
Optica con plasma acoplado inductivamente para obtener las mediciones de P, K, Ca, S,

Mg, Fe, Cu, Mn, Moy Zn.

Variables de Estudio para Tilapia

Parametros de produccion y crecimiento en tilapia (O. niloticus).

Mensualmente se selecciono al azar 10 peces por sistema y se registro el peso (P),
longitud total (LT) y longitud estandar (LS). Para el peso se utilizo una balanza digital
Lexus Star 3000, con capacidad de 600 g x 0.01 g. La LT del pez se registro a partir de la
medicion con una cinta métrica de la cabeza hasta el final de la aleta caudal y la LS desde
la cabeza hasta el comienzo de la aleta caudal (Figura 2). Los datos de peso fueron

utilizados para ajustar el alimento segtin la biomasa del sistema.

75



Figura 2. Descripcion medicion de longitud total (A) y estandar (B) en O. niloticus.

A partir de los datos de crecimiento (P, LT y LS) se calcularon los siguientes
parametros productivos (Tabla 5): factor de conversion alimenticia (FCA), ganancia de
peso (GP), Ganancia de peso diario, factor de condicién de Fulton (K) y supervivencia
(S).

Tabla 5. Formulas para calcular los parametros productivos en O. niloticus (Alatorres-
Jacome et al., 2012).

Parametros productivos Férmula

Factor de conversion alimenticia (Kg Kg') FCA Cantidad de alimento suministrado (Kg) en un periodo de tiempo (t)
/ Ganancia de peso o incremento de biomasa (Kg) en el periodo (t)

Ganancia de peso (g) GP Peso final — Peso inicial
Ganancia promedio de peso diario (g dia') GPd Peso promedio final (g) — Peso promedio inicial (g) / Numero de dias
en el cultivo (t)

Factor de condicién de Fulton (K) K 100 x (Peso promedio final (g) / longitud total cm?)

Supervivencia (%) S Numero de peces final / Numero de peces inicial x 100.

Parametros hematoldgicos: hematocrito y proteina total plasmatica en tilapia.

Al final del experimento (120 dias) fueron colectadas muestras de sangre de cinco

individuos de tilapia por tratamiento y repeticion. De cada individuo se extrajo de la vena
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caudal 1 mL de sangre utilizando jeringas heparinizadas de 5 mL y tubos de BD

vacutainer® con solucion de heparina y anticoagulante.

Las muestras de sangre de cada tubo BD vacutainer® fueron colocadas en tubos de
hematocrito, los cuales fueron centrifugados a 10.000 xg por 5 minutos. Para el analisis
de hematocritos los tubos fueron analizados mediante una escala estandar de lectura EZ
Reader Microhematrocrit y los valores fueron expresados en %; posteriormente el plasma
de cada tubo de hematocrito fue analizado en un refractometro clinico para determinar el

contenido de proteinas totales plasmaticas (g dL™).

Parametros fisicoquimicos de calidad de agua en el subsistema de peces del SCR.

Cada diez dias, a la salida del biofiltro se realizaron mediciones de nitrato (NO3")
implementando el método espectrométrico ultravioleta selectivo en muestras con
concentraciones altas de NOjs, y el método colorimétrico API® para agua dulce en
muestras con bajas concentraciones de NO3". Ademas, en el tanque de peces se realizaron
mediciones de nitrogeno amoniacal total (NAT), amonio no ionizada (NH3") y nitrito
(NO2") por medio del Kit colorimétrico marca API®; también se realizaron mediciones de
pH, CE (uS cm™), temperatura (°C) y oxigeno disuelto en mg L' por medio de la sonda
multi-paramétrica HANNA HQ40D.

Medicion de Eficiencia del Agua en Sistemas Acuaponicos.

La eficiencia del agua es la relacion existente entre la biomasa presente en un cultivo
por unidad de agua utilizada en un determinado momento (Salazar et al., 2014). El agua
utilizada fue estimada considerando el agua adicionada en el sistema por perdidas de
evapotranspiracion, fugas y recambios de agua debido a altas concentraciones de nitrito.
Este valor estimado junto con el valor de rendimiento fue usado para calcular un promedio
estimado de uso de agua de L Kg'! de producto (Salazar et al., 2014), implementando la

siguiente formula:

Produccién (Kg)

Ef Agua =

Agua utilizada (m3)
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Medicién del uso Equivalente del Uso de Area o Espacio.

El uso equivalente del terreno (UET) es una variable implementada para evaluar la
eficiencia del suelo a partir del rendimiento obtenido en el cultivo (Enciso & Esponoza,

2010). Esta variable se calculdo mediante la siguiente formula:

_ Yac
= Ysub

“Yac” corresponde al rendimiento del sistema acuaponico (produccion de tilapia-tomate)
y “Ysub” corresponde al rendimiento del subsistema de peces (SCR) o del subsistema

hidroponico (SH).

Asi mismo, se estimo la ganancia total en pesos ($) de la produccion total del sistema
acuapdnico vs la produccion de s6lo peces en SCR o de plantas en hidroponia,

contemplando el area total que ocupa un sistema acuaponico.

Analisis estadistico.

Los resultados obtenidos fueron presentados como el promedio + desviacion estandar
y analizados por la prueba de normalidad, analisis de varianza ANOVA vy la prueba de
comparacion de medias entre los tratamientos por tukey, al nivel de significancia del 5%
(p £ 0.05), utilizando el paquete estadistico Stadistic-7 (StatSoft, 1.SS 1., “Statistica”,

sistema de software de analisis de datos, version 7).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Altura de la planta, unidades SPAD y contenido de clorofila en S. Licopersicum,

var Anibal.

La longitud total del tallo en las plantas del tomate esta representado en la figura 3.
El crecimiento fue mayor en el tratamiento con complemento de solucion hidroponica
(T3) y en el tratamiento con solucién mineralizada con Bacillus (T2) en comparacion al
testigo (T1), presentando diferencias significas de p < 0.05 (T3=4.0 m; T2=3.61 m; T1=
3.26 m). Esta diferencia de crecimiento en el T3 se puede atribuir al complemento
adicional de nutrientes aportado por la solucion hidropoénica, en el cual K, N, Mg y P son
los principales elementos que intervienen en el crecimiento vegetativo y desarrollo del
tallo en las plantas (Taiz& Zeiger, 2007). Mientras, que en el T2 la concentracion de
nutrientes durante todo el crecimiento fue similar al testigo (Figura 10), lo cual,
posiblemente la diferencia de crecimiento de altura pudo ser debido por la presencia de
fitohormonas liberadas por Bacillus sp, ya que estudios demuestran que este género tiene
la capacidad de producir auxinas, como acido indolacetico, el cual ejerce efecto positivo
en el crecimiento vegetal de la planta (Agrawal & Agrawal, 2013; Wahyudi et al., 2011;
Cabra et al., 2017). Sin embargo, aun falta realizar estudios moleculares y bioquimicos
que compruebe la presencia de Bacillus sp. y el efecto de la inoculacion de este género

sobre el crecimiento de la planta en el sistema.
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Figura 1. Crecimiento de tomate variedad Anibal en sistemas acuaponicos. Testigo (T1);
CSOM: complemento de solucion organica mineralizada con Bacillus sp. (T2) y
CSH: complemento de soluciéon hidroponica (T3). Los datos representan el
promedio + desviacion estandar. Letras diferentes corresponde a diferencias entre
tratamientos de p < 0.05.

Por otro lado, las unidades SPAD y el contenido de clorofila son indices que puede ser

usado para la evaluacion de salud y estado nutricional de la planta, ya que las unidades

SPAD esta correlacionado positivamente con el contenido de clorofila, una de las

biomoléculas importantes utilizada durante el proceso de la fotosintesis que se encarga de

transformar la energia luminica a energia quimica, necesario en el desarrollo y crecimiento

de la planta (Tei & Guiducci, 2002; Xiong et al., 2015; Jiang et al., 2017).

El T3 con complemento de solucion hidropdnica presentdé mayores unidades SPAD y

contenido de clorofila, con respecto a lo obtenido en el testigo; mientras que el T2 con

complemento mineralizado fue estadisticamente igual frente al testigo y al T3 (Figura 4).

Adémas, los resultados muestran una disminucion de unidades SPAD vy clorofila a los 40
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dias después de trasplante (24 Mayo) presentando diferencias significativas entre los
tratamientos (Figura 4). Esta disminucion se presentd en la formacion del quinto racimo,
durante la etapa de fructificacion del cultivo, lo cual puede atribuirse por su actividad
fisiologica durante la produccion del fruto debido a la acumulacion de clorofila
responsable de la coloracion verde antes de la maduracion del fruto (Wu & Kubota, 2008;
Vicente et al., 2011; Cocaliadis et al., 2013). Por otro lado las unidades SPAD obtenidas
en el experimento fue mayor a lo reportado por Roosta & Hamidpour (2011) y Suhl et al.,
(2016), donde evaluaron la produccion de tomate variedad indeterminada en sistemas

acuaponicos, bajo condiciones de invernadero.
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Figura 2. Unidades SPAD (A) y contenido estimado total de clorofila (B) en plantas de
tomate, variedad Anibal cultivadas en sistemas acuaponicos. Testigo (T1);
CSOM: complemento de solucion organica mineralizada con Bacillus sp. (T2) y
CSH: complemento de soluciéon hidroponica (T3). Los datos representan el
promedio + desviacion estandar. Letras diferentes corresponde a diferencias entre
tratamientos de p < 0.05.
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Adémas, el N en hoja presenta una relacion con la concentracion de clorofila, en el
cual, para el cultivo de tomate Castellanos (2008) reporta que la concentracion 6ptima de
%N en hojas durante la floracion es de 4.0 a 4.5 y durante la maduracion del fruto es de
3.3 a 3.7. Mientras, Tei et al (2002) reporta concentraciones sub-Optimas < 3.72% y
Optimas entre 3,72% y 4.81%. Lo anterior comparado con los resultados obtenidos,
muestra que en los tres tratamientos se presentaron concentraciones menores a los niveles
optimos reportados por dichos autores con porcentajes de 1.7 £ 0.1y 1.8 £ 0.05 en el T1;
27+£0.1y25+£054enel T2y 2.1+0.1y2.7+0.51 en el T3, durante las épocas de
floracion y fructificacion respectivamente, siendo significativamente menor el % de N
presente en el testigo (Figura 5). Aunque el T2 y T3 presentaron niveles bajos de N no
se observaron sintomas externos en la hoja por deficiencia de nitrégeno en las plantas y
son concentraciones similares a lo obtenido en otros estudios con sistemas acuaponicos e
hidroponicos (Kempen, 2015). En cuanto al testigo, a partir de los 72 DDT se observo
una diferencia en el desarrollo foliar y las hojas viejas presentaban un color mas palido
con respecto a los otros dos tratamientos, lo cual es reflejado en las unidades SPAD donde
alcanzo6 a los 82 dias despues de trasplante valores de 47.8 unidades (Figura 4). Lo
anterior coincide con Bénard ef al., (2009), donde obtuvo una disminucién significativa
en el desarrollo vegetativo de tomate al disminuir la fuente de N de 12 meq (162 mg L)

a4 meq (56 mg L").

T1 (Testigo) T2 (CSOM) T3 (CSH) T1 (Testigo) T2 (CSOM) T3 (CSH)
Floracion (15 DDT) Fructifiacion (30 DDT)

Figura 3. Contenido de nitrogéno total (%) en hojas de tomate durante las etapas
fenologicas de floracion y fructificacion en sistemas acuaponicos. Testigo (T1);
CSOM: complemento de solucion organica mineralizada con Bacillus sp. (T2) y
CSH: complemento de soluciéon hidropoénica (T3). Los datos representan el
promedio + desviacion estandar. Letras diferentes corresponde a diferencias entre
tratamientos de p < 0.05.
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Rendimiento de Solanum lycopersicum L. var Anibal.

El ntimero de frutos y racimo/planta, y el nimero de frutos/racimo fue mayor en el T3
con complemento de solucion hidropoénica presentando diferencias significativas de p <
0.05. El peso promedio del fruto durante los siete cortes fue significativamente mayor en
el corte 1,3,4 y 5 del T2 y T3 (Figura VI. 6). Asi mismo, estos tratamientos presentaron
mayor rendimiento por m? (10.5 y 13 Kg m2) con diferencias significativas (p < 0.05), en
comparacion al testigo (Tabla 6). Algunos estudios realizados en produccion de tomate
en hidroponia, con variedad indeterminada y cultivada bajo invernadero (componentes
similares evaluados en el SA) reportan rendimientos de 12.6 Kg m (Ortega, 2016), 13.0
y 15.3 Kg m™ (Sanchez et al., 2014) a los 92 DDT, los cuales son rendimientos mayores
a lo obtenido en el T2, con solucion mineralizada con Bacillus sp., pero similares a lo

obtenido en el T3, con solucién hidropdnica.

Por otro lado, esta investigacion reporta el rendimiento contemplando el 4rea total del
sistema acuapoOnico (20 m?) y el 4rea del subsistema hidroponico (9 m?). Sin embargo, los
resultados obtenidos por subsistema hidroponico fueron contemplados para la
comparacion con otras investigaciones en acuaponia, ya que los pocos estudios realizados
en tomate no contemplaron el area total del sistema (Tabla 6). Un estudio realizado por
Roosta & Hamidpour, (2011) donde evaluaron el efecto de la aplicacion foliar de macro
y micronutrientes en la produccion de tomate, variedad indeterminada y cultivada bajo
invernadero reportan a los 106 DDT una produccion de 6 a 10 racimos planta™! y un
rendimiento de 1.2 Kg planta! (7.2 Kg m™?), valores inferiores a lo obtenido en el
tratamiento con complemento de solucidon hidropénica (T3) y mineralizada con Bacillus

sp. (T2).
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Figura 4. Andlisis de los compomentes de rendimiento en tomate. Numero de
racimos/planta (A); nimero de flores/planta (B); numero de frutos/planta (C);
niamero de frutos/racimo (D); peso promedio del fruto/planta (E). Los datos
representan el promedio + desviacion estandar. Letras diferentes corresponde a
diferencias entre tratamientos de p < 0.05. Testigo (T1); CSOM: complemento
de solucion organica mineralizada con Bacillus (T2); CSH: complemento de
solucion hidropoénica (T3).

Otro estudio realizado por Suhl ez al. (2016) reporta un rendimiento de 12.5 Kg m=, el

cual es superior a lo obtenido en el T2 (10.5 Kg m™2), pero similar a lo obtenido en el T3

(13.0 Kg m™). Este estudio manejo un disefio acuaponico de doble recirculacion, donde

la unidad hidropdnica esta separada con el sistema de recirculacion cerrada (SCR) o

unidad de los peces, y el aporte o complemento de solucion hidropdnica que se adiciona
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al agua extraida del hidrociclon no retorna a la unidad de los peces. Una de las desventajas
de este sistema es que no optimiza la construccion, ni la relacion pez-planta en el sistema,
lo cual no funciona como un sistema biointegrado, si no como dos sistemas
independientes, generando un mayor numero de recambios de agua en comparacion a un
sistema cerrado (Kloas et al., 2015). A diferencia de este sistema, el presente trabajo
implement6 una unidad de inyeccion instalada después del biofiltro, donde se adicion6 un
complemento de solucion hidropdnica, obteniendo un rendimiento similar a lo reportado

por Suhl et al. (2016).

A partir de las comparaciones realizadas con otros estudios en hidroponia y acuaponia
que presentaban componentes similares al presente experimento, en cuanto al cultivo en
invernadero, variedad indeterminada y tiempo de cosecha, nos permite dar una idea de la
productividad obtenida en el sistema, lo cual, nos muestra que aportar una solucion
equilibrada al agua del sistema puede ayudar a optimizar la produccion de tomate en

sistemas acuaponicos biointegrados con recirculacion cerrada.

Tabla 1. Rendimiento de tomate, variedad Anibal y tilapia (O. niloticus) cultivada en
sistemas acuaponicos.

Unidad Testigo (T1) CSOM (T2) CSH (T3)
Rendimiento de tomate Kg m en el 2 b b .
subsistema hidropénico (9 m?) m o4 103 130
2 a a a
Rendimiento de tilapia en el subsistema de m 1.03 1.03 102
irculacié da (11
recirculacion cerrada (11 m?) . 113 1130 112
Rendimiento total de tilapia-tomate en un m? 1040 115 141%

sistema acuapoénico (20 m?) *

Testigo (T1); CSOM: complemento de solucidon orgénica mineralizada con Bacillus (T2)
y CSH: complemento de solucion hidropdnica (T3).Los datos representan el promedio +

desviacion estandar. Letras diferentes corresponde a diferencias entre tratamientos de p <
0.05 *
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Analisis parametros de calidad del fruto de tomate.

El didmetro polar y ecuatorial determinan el tamano de los frutos de jitomate y es un
indicador de calidad utilizado para su comercializacion. El tamafio ecuatorial de los frutos
cosechados durante los 7 cortes no presentd diferencias significativas entre los
tratamientos; mientras que el tamafio polar de los frutos en el corte 1,3,4 y 5 fueron
significativamente mayores (p < 0.05) en el tratamiento 2 y 3 con respecto al testigo
(Tabla 7). La norma mexicana NMX-FF-099 clasifica al tomate variedad saladette por el
diametro ecuatorial, qué comparado con lo obtenido en este estudio el tomate se puede
clasificar en un tamafio mediano-grande. Estos resultados son mayores a lo obtenido por
Rodriguez et al, (2016), donde reporta un didmetro polar de 6.2 cm y un diametro

ecuatorial de 5 cm en tomate saladette, variedad “El Cid”.

Los valores de acidez titulable se mantuvieron en 0.5, 0.6 y 0.7 % entre cada corte del
cultivo sin presentar diferencias significativas entre los tratamientos (Figura 7), mayor a
lo obtenido por Rodriguez et al., (2016) en produccion de tomate indeterminado, variedad
“El Cid” con 0.32 % ; por Rivas et al., (2012) con 0.42% y por Porto et al., (2016) con
0.4 %. Estos altos porcentajes de acidez explican que la proporcion del contenido de
azucar/acidez: 4.6 a 6.6 (T1), 4.3 a 7.2 (T2) y de 4.1 a 7.2 (T3) fueran menores a lo
obtenido en otros estudios (Rivas & Moratinos, 2012). Ademas, Porto et al., (2016)
encontrd una correlacion negativa entre el N y % de acidez del fruto, donde obtuvo una
reduccion del % de acidez al incrementar las dosis de N de 100 a 450 Kg hal, lo cual
puede ser una posible explicacion a los altos % de acidez, ya que las concentraciones de
N en hoja estuvieron menores a lo reportado como 6ptimo en tomate (Figura 5) y las
concentraciones de NOs3' se mantuvieron en concentraciones bajas (Figura 9). Sin
embargo, alin no es clara esta relacion, ya que otros autores han encontrado que la dosis

de N no influye en el % de acidez (Ferreira et al., 2006; Bénard et al., 2009).
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Tabla 2. Valores de Firmeza, didmetro ecuatorial y polar del fruto de tomate durante 7
cortes en sistemas acuaponicos evaluados con diferentes complementos

nutricionales.
Corte Tratamiento Diametro polar  Diametro ecuatorial Firmeza
fruto (cm) fruto (cm) (Kg cm)
Testigo (T1) 10.5+1.6 @ 8.4+0.9° 4.6+0.9 2
1 CSOM (T2) 9.9+2.0 % 9.3+1.5 2 5.6+1.1 @
CSH (T3) 10.8+1.02 9.0+0.9 @ 5.3%1.2 2
Testigo (T1) 10.9+1.4° 8.7+1.2 @ 7.140.1 @
2 CSOM (T2) 11.4+1.3 2 9.3+1.3 @ 7.3£0.2 2
CSH (T3) 11.6£1.02 9.3+0.8 2 7.54£0.2 2
Testigo (T1) 10.7+2.8 b 9.2+1.5 @ 7.0+£0.3 2
3 CSOM (T2) 11.6£1.32 9.5+1.3 @ 7.140.1 @
CSH (T3) 11.8+0.8 2 9.7+0.8 2 7.1£0.3 2
Testigo (T1) 10.7+1.8 b 8.8+1.3 @ 6.740.3 2
4 CSOM (T2) 11.3+1.3 9.2+1.3 @ 6.740.2 @
CSH (T3) 11.6+1.1° 9.4+0.9 @ 6.5+0.3 2
Testigo (T1) 103422 8.5+1.5 @ 6.6+0.2 2
5 CSOM (T2) 10.3+1.8° 8.5+1.3 @ 6.6+0.2 2
CSH (T3) 11.4+1.7° 9.2+1.0 ® 6.5+0.3 2
Testigo (T1) 10.6+1.7 8.9+1.3 @ 6.4+0.2 *
6 CSOM (T2) 10.0£1.62 9.0+2.0 ® 6.5+0.4 2
CSH (T3) 10.3£1.52 8.7+1.2 @ 6.6+0.2 2
Testigo (T1) 9.9+1.8 8.4+1.6 ® 6.740.2 @
7 CSOM (T2) 9.9+1.9% 8.9+1.5 @ 6.6+0.2 *
CSH (T3) 10.7¢1.12 8.9+1.1 @ 6.6240.2 °

Testigo (T1); CSOM: complemento de solucidon orgénica mineralizada con Bacillus (T2)
y CSH: complemento de solucion hidroponica (T3). Los datos representan el promedio +
desviacion estandar. Letras diferentes en columna, entre cada corte, corresponde a
diferencias significativas entre tratamientos de p < 0.05 para cada una de las variables.

La firmeza del fruto fue similar entre los tratamientos (p > 0.05) con valores de 4.6 a

7.1 Kg cm™ (Tabla 7), superior a lo reportado por Arellano & Gutiérrez, (2006). Esta

variable es afectada por la etapa de maduracion, ya que la actividad enzimatica que

desnaturaliza las sustancias que dan regidez al fruto (sustancias pécticas) es menor cuando

los frutos se cosechan en grados tempranos de maduracion (Porto et al., 2016), lo cual
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puede explicar la diferencia de firmeza obtenidos en el experimento con respecto a los

otros estudios.

[ OTesi()  0CSOM(T)  BCSH()

Acidez titulable (%)

Brix °/ Acidez
Contenido de fenoles totales

(mg GAE/100 g de muestra)

3 4 5 6
No corte No Corte

Figura 5. Calidad del fruto en contenido de ° Brix (A), acidez titulable (B), proporcion
entre azucar/acido (C) y contenido fendlico o de 4cido gélico (D) durante 6 cortes
de tomate cultivados en sistemas acuapdnicos con diferentes complementos
nutricionales. Testigo (T1); CSOM: complemento de solucién orgénica
mineralizada con Bacillus (T2) y CSH: complemento de solucién hidroponica
(T3). Los datos representan el promedio + desviacion estandar. Letras diferentes
corresponde a diferencias entre tratamientos de p < 0.05.

Por otro lado, los grados Brix estdn relacionados con el contenido de glucosa y
fructuosa, y por ende con el sabor de los frutos (Kempen et al., 2015). Los resultados
obtenidos muestran un incremento significativo (p < 0.05) de los grados Brix a partir del
cuarto corte (52 DDT), alcanzando valores de 3.7 y 4.3, mayores a lo obtenido en el testigo
y en el T2, donde presentaron valores de 3.0 y 3.2 en cada uno los cortes (Figura VI. 7).
Estos resultados fueron inferiores en comparacion con otros estudios, donde reportan
valores mayores de 4.5 ° Brix en diferentes variedades de tomate de crecimiento
determinado e indeterminado bajo condiciones de invernadero (Rivas et al, 2012;

Kempen et al., 2015; Rodriguez et al., 2016).
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Una posible explicacion del bajo contenido de grados Brix en el testigo y T2, puede ser
debido a las bajas concentraciones de fosforo, potasio, magnesio e hierro que estuvieron
presentes en el agua del sistema durante todo el ciclo del cultivo (Figura 10 y 11). Varios
autores reportan una relacion entre el incremento de los grados Brix con el incremento en
los niveles de cada uno de estos elementos, debido a su funcidn fisiologica en la planta
durante la fotosintesis (Hao & Papadopoulos, 2003; Colpan et al., 2013). Se reporta que
el fosforo forma parte del adenosin difosfato (ADP) y adenosin trifosfato (ATP),
moléculas esenciales para llevar a cabo los procesos de transferencia de energia requeridos
durante la fotosintesis; el potasio juega un papel importante en el transporte de los
productos fotosintéticos (fotosintatos) de la hoja al fruto a través del floema; el magnesio
es un componente basico de la clorofila, el cual es una molécula esencial requerida en el
proceso de fotosintesis para transformar la energia luminica en energia quimica; y el hierro
interviene en la sintesis de clorofila y en la captacion y transferencia de electrones en la
fotosintesis a través de la proteina Ferredoxina (Taylor & Francis, 2006; Juarez et al.,
2015). En términos generales, estos elementos intervienen directa o indirectamente
durante el proceso fotosintético y por ende la produccion de azucares que contribuyen al
aumento de los sélidos solubles totales o grados Brix en frutos (Hao & Papadopoulos,

2003; Colpan et al., 2013; Johkan et al. 2014; Woldemariam et al., 2018).

Con respecto, a los altos valores obtenidos en el T3, a partir del cuarto corte, frente al
testigo y al T2 puede ser debido al suplemento hidropdnico, en el cual, incrementd la
conductividad eléctrica (CE) y a su vez aument? significativamente los niveles de P, K'y
Mg. Wu & Kubota, (2008) reporta que los grados Brix en el fruto incrementa la CE,
debido a un proceso osmético, donde la alta concentracion de sales causa una disminucioén
del flujo del agua al interior del fruto aumentando de esta manera la concentracion de
azucares. Esto coincide con lo obtenido en este estudio, donde se presentd un aumento de
la CE a partir de los 10 DDT, mostrando un incremento significativo de los grados Brix
cuando la conductividad se mantuvo constante de 2000 a 2100 uS cm™, a partir de los 52

DDT (Figura 7y 8).
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Figura 6. Concentraciones de conductividad eléctrica a la entrada del subsistema
hidroponico (A) y a la salida del subsistema de peces, SCR (B) en el sistema
acuaponico tilapia - tomate. Testigo (T1); CSOM: complemento de solucion
organica mineralizada con Bacillus (T2) y CSH: complemento de solucion
hidroponica (T3).

Por otra parte, el tomate es una de las hortalizas importantes para la dieta humana, ya
que aporta diferentes antioxidantes y metabolitos secundarios, tales como carotenoides,
licopeno y fenoles (Luthria et al., 2006). El contenido fendlico (4cido gélico) en el T2 fue
significativamente mayor en el corte 2, 5y 6; y en el T3 fue mayor en el corte 2, 3y 4
(Figura 7). Las concentraciones en el T2 y T3 fueron mayores a lo obtenido por
Warinporn & Geoffrey (2017) con 38 a 49 mg 100 g y Porto et al., (2016) con 68 mg
100 g!; pero menores a lo reportado en otros estudios con rangos de 409 mg 100 g™! (Toor
et al., 2006), 350 mg 100 g! (Luthria ez al., 2006), 200-600 mg 100 g™ (Toor et al., 2006b)
y 380 mg 100 g! (Toor et al., 2005). Esta diferencia de concentraciones puede ser debido
a que el contenido de antioxidantes incluyendo los compuestos fendlicos en tomate se ven
afectados por la genética de la especie, métodos de extraccion y condiciones ambientales

como temperatura, luz y disponibilidad de agua (Dumas et al., 2003).
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Ademas, no se observdo una relacion del contenido de fenoles totales con la
concentracion eléctrica o el contenido nutricional en el agua, por lo cual, esta variable
pudo estar relacionada con otro tipo de factor abidtico. Uno de los factores que pudo
intervenir en la acumulacién de compuestos fendlicos es la temperatura ambiental y la
disponibilidad de agua en la planta. Rivero et al. (2001) reporta un incremento de la
acumulacion de contenidos fendlicos en tomate bajo condiciones de estrés térmico (15 y
35° C); mientras que Sénchez et al. (2012) y Warinporn & Geoffrey (2017) reportan
mayores concentraciones de contenidos fenolicos en tomate bajo condiciones de estrés
hidrico. Este incremento se atribuye a la actividad de fenilananina amonio liasa (PAL)
como principal enzima de la biosintesis de compuestos fendlicos, lo cual se ha reportado
que su actividad es afectada por diferentes factores abidticos como la luz, estrés térmico,
reguladores de crecimiento, la sequia y la nutricién mineral, que inducen a la produccion
del contenido fenolico (Rivero et al., 2001). En el presente estudio se obtuvieron durante
los meses de mayo a julio temperaturas maximas de 40 a 45 °C y minimas de 12 a 15 °C,
que corresponden a condiciones no Optimas para el tomate, ya que se reporta que su
temperatura ambiental Optima es de 25 °C y surango de tolerancia es de 15 a 32 °C (Adams
2001; Shamshiri et al., 2018), lo cual, esto pudo haber generado un estrés térmico que
favoreciera la produccion de compuestos fendlicos; Sin embargo, no se cree que haya
afectado significativamente en la biosintesis de fenoles, ya que el riego de agua fue

constante en el sistema acuaponico, sin causar algun estrés hidrico en las plantas.

Por ultimo, otra posible explicacion de la diferencia de contenido fenolicos puede ser
por el método empleado para la extraccion de los contenidos fendlicos, ya que se utilizo
el reactivo Folin-Ciocalteu, el cual se reporta que este reactivo puede detectar otros
agentes reductores como acido ascorbico, aminas, Fe?** y Cu?*, generando interferencia

con la medida del contenido fendlico en las frutas (Barbagallo et al., 2013).
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Figura 7. Niveles de NO3- en el agua durante el cultivo de tilapia-tomate en un sistema
acuapdnico. Testigo (T1); CSOM: complemento de soluciéon orgénica
mineralizada con Bacillus (T2) y CSH: complemento de solucion hidroponica
(T3). Los datos representan el promedio + desviacion estandar. Letras diferentes
corresponde a diferencias entre tratamientos de p < 0.05.

Dinamica de macro y micronutrientes en el sistema acuaponico.

La figura 10 muestra la concentracién de macronutrientes a la entrada y salida del
sistema en cada uno de los tratamientos, en el cual, se observé que la dinamica de
nutrientes fue similar entre el testigo y el tratamiento con complemento de solucion
organica mineralizada con Bacillus sp. (T2), donde, a partir de la semana del 14 al 24
mayo se evidencio una disminucion en la concentracion de cada uno de los elementos,
permaneciendo en niveles bajos durante todo el ciclo de cultivo; mientras qué, en el T3
con complemento de solucion hidroponica se observd, a partir del 25 de Abril (10 DDT)
hasta finalizar el experimento, un incremento significativo de los nutrientes y la

conductividad eléctrica, alcanzando valores de conductividad de 2 a 2.1 mS cm™.

92




K. Testigo K. Compl sol orgénica mineralizada

K. Compl sol hidropénica ~+Entrada al subsistema hidroponico
+Entrada al subsistema hidroponico . . . «-Salida del subsistema hidroponico
~+Entrada al subsistema hidroponico 300 -C - (d
- 30 =-Salida del subsistema hidroponico 30 + Salida del subsistema hidropénico oncentracion requerida
PREY 0 I 250
E w 25 2
= ]
2 S E 200
g S S
£ g1 g 150
3 E L;
£ § 10 g 100
S H H
]
S s S s
F PP F AP TTITRNRS S &.& D>
RGN S S IR S R N Y FFF IS ST
R R N SN N »N 2 T S \b‘»q?,& Wt s
Mg. Testigo Mg. Compl sol orgdnica mineralizada Mg. Compl sol hidropénica

~+Entrada al subsistema hidroponico

Entrada al subsistema hidropénic . . 5 . TOPon!
~ionirada al subsistema hidroponico ~+Entrada al subsistema hidroponico ~Salida del subsistema hidropénico

=3

- = Salida del subsistema hidroponico 10 + Salida del subsistema hidroponico 60 ~=Concentracion requerida
= - : o
w 8 a8 o 30
] ¥ ]
£ 6 = 6 £ 40
g b 2
& ] s 30
£ ] £
g 4 E 4 £
H § g 2
s g ) . H
%) S
S o 10
0+ T T T T T T T T T T T d 0 + T T T T T T T T T T T d 0
F ¥ P d SR RS e S W W R R SN S
PRV F S S Y S A S i R L T P e\ 7
RS R SICLEC LI AR Py
P. Testigo . . . P. Compl sol organica mineralizada P. Compl sol hidropénica
~+Entrada al subsistema hidropénico -+Entrada al subsistema hidropénico
7 -galldadc] s_n{bslslcmavl;ldmpumcv +Entrada al subsistema hidroponico +Salida del subsistema hidroponico
o oncentracion requerida 70 + Salida del subsistema hidroponico 70 ~+Concentracion requerida
5 - -
: 60 T 6 60
50 o0
5 g 50 g 50
s . ) . £ 4
s . 2 2
R - § 30 23 A
§ 20 § 20 " . : § 20 .
10 £ 0 . g 10 -
9] Q
0+ T T T T T T T | 04 : : : : : : : . [ T T T T T T T
23-mar 14-abr 4-may 14-may24-may 4-jun 25-jun  8jul 23-mar 14-abr 24-may 4-jun  16-jun  8-jul 20-jul 7-ago 23-mar 14-abr 25-abr 24-may 4-jun 16-jun 25-jun
Ca. Testif Ani i i Ca. Compl sol hidropénica
a. Testigo Ca. Compl sol orgénica mineralizada pl P <+ Erirada l subsisema hidropénico
+Entrada al subsistema hidropénico ~+Entrada al subsistema hidroponico + Salida del subsistema hidropGnico
- a B Sl . . ~Concentracion requerida
o 80 . Salida del subsistema hidropénico - 90 Salida del subsistema hidroponico _ 200
2 = 804 3180
o
= £ 70+ g 10
3 3
2 g o0 E w0
E = I
£ £ 50 £ 120
g k] £ 100
£ £ 40 £
S K] g 80
© g 30 g
£ S 60
20 4 g ] S
10 © 40
10 4 2
o— 7T o o+
F P &SNS & & > > o s
S » Y& &N NN NN & TP I 7 &
R RS A R o W D o
S. Testigo S. Compl sol orgénica mineralizada
. N S. Compl sol hidropénica ) o
~+Entrada al subsistema hidroponico +Entrada al subsistema hidropénico +Entrada al subsistema hidropénico
90 = Salida del subsistema hidroponico 90  Salida d l‘ bsistema hid pon! = Salida del subsistema hidroponico
) ~Concentracion requerida - alida del subsisiema hidroponico - -=Concentracion requeridas
580 T80 ~Concentracion requerida T
® 70 o 70 =
£
S W S w :
g0 £ 050 2 -
S
2w ) £
§ 30 § 30 ]
EY ER) H
3
c — S 10 3
‘&‘&‘s‘g‘ﬁ‘ﬁ‘o‘o‘o‘\‘ ‘o‘ o— 77— — T
R I S R N & § o & S & . D D o N S W Rt RE S S NN
PRV S AP SV R S NI O I I R B I I 5 F I I TR S
A S N R r\j:'& IS \vx“\ WO D ¥ AT ¥ \vxf‘/‘\ q;x‘o 3§ A AT
Fecha Fecha Fecha

Figura 8. Concentracion de macronutrientes a la entrada y salida del subsistema
hidropénico durante el ciclo de cultivo de tomate en acuaponia. La linea roja
corresponde a la concentracion requerida para el tomate reportada por
Castellanos (2009).
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Asi mismo, la linea roja que se ilustra en cada uno de los elementos por tratamiento
(Figura 10) indica la concentracion recomendada para la producciéon de tomate por
Castellanos (2009), en el cual, se observo que la concentracion de cada elemento en el
testigo y en el T2, fueron significativamente bajos, en comparacion al T3, principalmente
en K y Mg, que se mantuvieron en concentraciones menores de 5 y 10 mg L,
respectivamente. Segiin Maruo ef al. (2004) reporta que niveles menores de 2 meq L (78
mg L) en Ky 1 meq L! (12 mg L!) en Mg corresponden a niveles criticos para tomate.
Por lo tanto, se considera que estas bajas concentraciones ocasionaron el desarrollo de los
sintomas por deficiencias nutricionales en las hojas y fruto del tomate, los cuales también
coinciden con los sintomas reportados por Castellanos (2009) en deficiencias de K y Mg.
Estos sintomas se evidenciaron a partir de los 40 DDT (24 de Mayo), donde las hojas
jovenes y viejas presentaron clorosis intervenal; enrollamiento de las hojas hacia el envés,
marchitamiento marginal; y apariciéon de puntos necroticos dentro de las areas clordticas.
También, se evidencio en los ultimos cortes del fruto (80 — 106 DDT) la fisiopatia

conocida como “Jaspeado del tomate” o “Blotchy ripening” (Figura 11 y 12).

Ademas, en el testigo y sistemas con aporte nutricional de soluciéon mineralizada se
observo bajos niveles de Ca (50 y 60 mg L) y S (25 a 40 60 mg L!), en comparacion al
otro tratamiento, sin evidenciar sintomas por deficiencia nutricional en las hojas, lo cual
pudo ser debido a que no estuvieron dentro de los niveles criticos para la nutricion del
tomate, pues el estudio realizado por Maruo et al., (2004) demuestra que los niveles
criticos para la absorcion de Ca ocurre en 1 meq L! que corresponde a 20 mg L', Estos
valores no alcanzaron a estar presente en el agua, debido a que la recirculacion cerrada del
sistema permiti6 mantener concentraciones superiores a 40 mg L' durante el ciclo de

cultivo (Figura 10).

Con respecto al fosforo, en el testigo se observd una disminucion de este elemento,
presentando al final del cultivo niveles de 5 a 14 mg L!; mientras que, los sistemas con
aporte de solucion mineralizada mostraron concentraciones mayores y similares al
tratamiento con solucion hidroponica, oscilando los niveles en concentraciones de 20 a 35

mg L! (Figura 10). Esta diferencia pudo ser debido al aporte de la solucion mineralizada
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con Bacillus sp., ya que posiblemente la poblacion microbiana de esta bacteria se
establecid en el sistema acuapdnico, favoreciendo la mineralizacion y solubilizacion del
P presente dentro del sistema. Por lo tanto, esto puede atribuir a la duda planteada en el
estudio de Cerozi & Fitzsimmons (2016), donde reportan que en sus resultados no fue
claro si Bacillus afect6 la dindmica de P en el cultivo de lechuga en un sistema acuapodnico,

debido a la presencia de trazas de P en el producto comercial de Bacillus.

De igual manera, los niveles de macronutrientes en los sistemas con aporte de
solucion hidropdnica se mantuvieron en concentraciones menores a los propuestos por
Castellanos (2009). Sin embargo, las concentraciones permanecieron en niveles
superiores a los niveles criticos reportados por Maruo ef al., (2004), sin presentar sintomas
por deficiencias nutricionales. (Figura 11 y 12), lo cual, esto permite deducir que el
suplemento hidroponico gener6 un efecto positivo sobre el desarrollo y crecimiento de la
planta, como lo demostr6 también el crecimiento, rendimiento y el contenido de clorofila
que fue estadisticamente igual a los sistemas con aporte nutricional mineralizada con

Bacillus sp. pero significativamente mayor al testigo.

Los resultados obtenidos en micronutrientes en el agua mostraron datos no detectados
en Fe y Mn, ya que el equipo presenta limites de deteccion < 0.01 en cada elemento. Esto
indica que probablemente las concentraciones de este elemento estuvieron menores a 0.01,
y por ende estos datos pueden coincidir con los sintomas de clorosis intervenal que se
observaron en las hojas jovenes (hojas apicales) de la planta (Figura 11 y 13), que
comparado con lo reportado por Castellanos (2009), pudieron deberse a la deficiencia de
hierro principalmente. Para Zn, Cu y Mo se observo una dindmica similar entre los tres
tratamientos, presentando concentraciones de 0.01a0.4mg L' enZn; 0.1y 1.6 mg L' en
Mo y 0.01 a 0.2 en Cu respectivamente (Figura 13), los cuales se encuentran en niveles
similares y mayores a lo recomendado para el cultivo de tomate (0.2 en Zn mg L'y 0.05

mg L' en Cu y Mo).
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40 DDT 60 DDT 90 DDT

Figura 9. Comparacién de sintomas por deficiencias nutricionales en las hojas del tomate.
El testigo (A) y el tratamiento con complemento de soluciéon mineralizada con
Bacillus sp. (B) presentaron sintomas por deficiencia de potasio (A1), magnesio
(B1) y hierro (C1). El tratamiento con complemento de solucion hidropdnica (C)
no presento sintomas.
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Figura 10. Comparacion de sintomas por deficiencias nutricionales en fruto de tomate. El
testigo (A) y el tratamiento con complemento de solucion mineralizada con
Bacillus sp. (B) presentaron sintomas por deficiencia de potasio, desarrollando la
fisiopatia conocida como “Jaspeado del tomate”.El tratamiento con complemento
de solucién hidropoénica (C) no presentd sintomas.
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Figura 11. Concentracion Cu y Mo a la entrada y salida del subsistema hidropdnico
durante el ciclo de cultivo de tomate. Los datos representan el promedio.

Adicionalmente, la tabla 8 muestra las concentraciones de macro y micronutrientes en
la solucién mineralizada en el biorreactor, analizadas cada 10 dias, durante el ciclo de

cultivo; es importante sefialar que cada andlisis corresponde a diferentes soluciones
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generadas durante el proceso de mineralizacion. Estos resultados mostraron un aporte
mayor de macronutrientes, principalmente en P (12 a 81 mg L), Ca (52 a 87 mg L), y
S (18 a 55 mg L'!); mientras que el aporte de micronutrientes fue muy bajo, y la mayoria
de los datos no fueron detectados; el Mg estuvo siempre menor a 10 mg L' y el aporte de
K fluctuo, donde algunas aplicaciones presentaron concentraciones de 17 a 25 mg L y
otras fueron menores con concentraciones de 3 a 6.9 mg L', siendo todavia
concentraciones muy bajas. Estos resultados explican el efecto nulo que se presento en el
incremento de nutrientes en el agua del sistema, sin presentar diferencias frente al testigo,
incluso con los niveles criticos y con la presencia de sintomas en la planta por deficiencias
nutricionales de Fe, K y Mg. Una posible explicacion a los bajos niveles de
micronutrientes y Mg puede deberse a que los microorganismos presentes en el biorreactor
utilizaron estos nutrientes como fuente de energia para llevar a cabo todos los procesos

metabolicos Madigan et al., 2010).

Tabla 3. Concentraciones de macro y micronutrientes en las soluciones mineralizadas con
Bacillus sp. en los biorreactores.

P K Ca Mg S Fe Zn Cu Mn Mo

Fecha

mg L!

25-abr 347 17.7  78.6 7.6 326  0.01 ND ND 0.05 324
4-may 153 247 57.6 8.9 46.7 ND 0.4 0.16 ND 0.31
14-may 27.7 17.3  74.8 8.2 27.1 ND ND 0.16 002 ND
24-may 56.8 6.9 70.3 6.3 ND ND ND 0.19 003 043
4-jun  11.6 3.1 58.8 4.2 22.1 ND ND 027 001 024
16-jun  42.6 2.7 52.5 3.8 31. 3  ND ND ND 0.05 1.08
25-jun  54.0 5.9 74.0 7.6 549  0.01 0.5 ND 0.11  0.20
8-jul  80.7 6.8 76.4 8.2 332 0.01 ND ND 0.14 0.75
20-jul 147 229 87.0 9.4 183 ND ND 0.31 0.10 2.07
7-ago  21.0 6.9 76.3 9.8 45.0 ND 1.2 0.01 0.02 2.06

ND significa valores no detectados. Limite de deteccion: Fe <0.01, Zn < 0.01, Cu < 0.05,
Mn <0.01 y Mo <0.01
Las muestras fueron tomadas cada diez dias del experimento a partir de los 10 DDT (25

Abril).

Con respecto a los bajos niveles de potasio, pudo ser debido a que las condiciones

aerobicas presentes en el biorreactor no fueron las adecuadas, ya que el estudio realizado
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en el capitulo I del presente trabajo demostr6 un incremento significativo de este elemento
en condiciones anaerdbicas. También, posiblemente la poblacion microbiana pudo utilizar
este elemento para sus procesos metabolicos, ya que se reporta que este elemento es
necesario para la activacion de algunas enzimas, y en las bacterias Gram-positivas su
concentracion en la célula estd influenciada por el contenido de 4cidos teicoicos de la

pared celular (Madigan et al., 2010).

Por otra parte, se observo que este aporte nutricional no afecté la dinamica de los
macronutrientes en el sistema, ya que su concentracion a la entrada y salida del subsistema
hidropdnico fue similar al testigo, a excepcion del P; y la conductividad eléctrica de cada
solucion se mantuvo de 900 a 1200 pS cml, lo cual, fue significativamente menor al
aportado en la solucion hidropdnica, donde presentaron mayor concentracion nutrimental
y conductividades finales de 2 a 2.1 mS cm™ (Figura 8, 10 y 13). El manejo que se
implemento en el sistema, donde se adicion6 diariamente un volumen de 5 L de solucion
nutrimental, pudo ser el principal causante de no ver un efecto positivo en los sistemas
con complemento de soluciébn mineralizada, ya que implementar un biorreactor
desacoplado al sistema; la inyeccion de solo una dosis al dia, y esto sumado con el poco
tiempo del pas6 de la solucion del inyector al subsistema hidropdnico, que era
aproximadamente de 2 a 3 horas cada dia, fueron posiblemente las razones que afectaron

la disponibilidad nutrimental en este sistema.

Ademas, otro factor o error de manejo que pudo influir significativamente fue las
condiciones no controladas de temperatura que se mantuvieron en el biorreactor, ya que
se presentaron temperaturas minimas de 7°C y maximas de 43°C. Esta fluctuacion de
temperatura pudo afectar la actividad de Bacillus sp. y la actividad de los demads
microrganismos presentes en los solidos, generando una menor mineralizacion, en

comparacion a lo obtenido en la prueba /n vitro, con condiciones controladas (Capitulo I)
Por tal razon, se considera que aln faltan mas estudios aplicados en la evaluacion de
biorrectores acoplados al sistema acuaponico de recirculacion cerrada, en condiciones

anaerobicas y aerobicas, con temperatura controlada y con la inoculacion de Bacillus sp.
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y otros microorganismos que ayuden a la optimizacién en la mineralizacion de los
residuos solidos generados, con el fin de determinar si el biorreactor acoplado al sistema
permite la liberacion constante de nutrientes al agua que pueda afectar la dindmica de
nutrientes y por ende favorecer positivamente al crecimiento y desarrollo de hortalizas
cultivadas de alta exigencia nutricional. Asi mismo, falta realizar otro tipo de estudio,
donde se acople o fusione el aporte nutricional de soluciones mineralizadas e
hidropdnicas, y asi implementar menos fertilizantes, en comparacion a un sistema sin

biorreactor o a un sistema con solo complemento de solucion hidropdnica.

Concentracion nutrimental de las hojas en tomate cultivado en un sistema

acuaponico.

A los 15 DDT, en periodos de floracion, se analizo la concentracion nutrimental en las
hojas de tomate, en el cual, se encontrd que las concentraciones de macronutrientes fueron
menores a lo reportado por Castellanos (2009); mientras que las concentraciones de
micronutrientes, a excepcion del Cu, se presentaron dentro del rango o los niveles de
referencia postulados por el mismo autor (Tabla 9), siendo similar entre los tratamientos,
incluso el T3 con complemento de solucioén hidropdnica. Un factor que pudo influir en la
similitud de las concentraciones entre los tratamientos pudo ser la fecha de recoleccion,
ya que a los 15 DDT las condiciones nutricionales en los sistemas eran similar, debido a
que el aporte nutrimental en el T3 se inicio a los 12 DDT, lo que coincide con la fecha de

incremento de la conductividad eléctrica en el sistema (Figura 8).
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Tabla 4. Concentracion de macro y micronutrientes en tejido vegetal en tomate cultivado
en sistemas acuaponicos a los 15 dias después de trasplante.

K% Ca% P% Mg% S% FemgL! ZnmgL' CumgL! MnmgL' MomgL!

Testigo (T1) 22¢05 144007 012001 03001 0.1£0.02 59.3£7.5 87.6+3.6  39x1.0 141.5204 42.0432.7
CSOM (T2) 13:03 112006 0.07:0.02 024005 0.08+0.03 259+54  38.0£0.5 ND 85.5¢19.7 93.8+30.3
CSH (T3) 21£06  08£02 0.09:0.01 0.2+0.02 0.08£0.01 41.0+8.8 24905  2.5x1.0 459186 35.5¢439

Niveles de referencia  3.5-5.0  2.0-30 05-08 05-07 05-09 80-150  20-50 5-15. 60-200

Testigo (T1); CSOM: complemento de solucion organica mineralizada con Bacillus (T2) y CSH:
complemento de solucion hidropdnica (T3).

Los datos representan el promedio + desviacion estandar.

ND significa valores no detectados. Limite de deteccion: Fe <0.01, Zn <0.01, Cu<0.05, Mn <
0.01 y Mo <0.01.

"Niveles de referencia reportado por Castellanos (2009)

Produccion y crecimiento de tilapia (O. niloticus).

El peso (P), longitud total (LT) y estdndar (LS) de los peces incrementé en el tiempo,
sin presentar diferencias significativas entre los tratamientos (Figura 14). A los 136 dias
de cultivo los peces alcanzaron un peso promedio de 335 + 46.5; 323 £ 46.5; 334+ 28 g
y una longitud total de 26 cm en el tratamiento 1, 2 y 3 respectivamente. Asi mismo el
desempefio productivo fue similar entre los tratamientos, sin presentar diferencias

significativas en cada una de las variables evaluadas (Tabla 10).

La ganancia de peso entre los tratamientos: 301 g (T1); 297 g (T2); 289 g (T3) y el
incremento de peso diario g dia': 2.9(T1); 2.5(T2); y 2.4(T3) fueron similares a lo
obtenido por Effendi et al. (2017) en sistemas acuapdnicos y por Mesa (2017) en sistemas
cerrados de recirculacion, los cuales trabajaron con tilapia niloticus, bajo la misma
densidad de siembra (40 peces m™). El factor de conversion alimenticia es una de las
variables mas importantes de rendimiento, ya que nos indica cuantos kg de alimento se
requiere para incrementar 1 kg de pez. (Vasquez, 2004). Los resultados obtenidos
presentaron valores de 0.7, 0.7 y 0.8 Kg Kg'!, siendo menores a lo reportado en los

estudios nombrados anteriormente, lo que indica que en el presente trabajo los
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rendimientos fueron mejores, pues se utilizd menos alimento para incrementar 1 kg de

biomasa (Tabla 10).
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Figura 12. Crecimiento de tilapia en sistemas acuaponicos. A. Peso promedio del pez; B.
Longitud total y C. Longitud estandar del pez. Testigo (T1); CSOM:
complemento de soluciéon organica mineralizada con Bacillus (T2) y CSH:
complemento de soluciéon hidroponica (T3). Los datos representan el promedio
* desviacion estandar. Letras iguales significan no diferencias significativas entre
los tratamientos.

El factor de condicion de Fulton (K) es un indicador que relaciona la longitud del pez
con respecto al peso, proporcionando informacion indirecta del crecimiento, madurez,
estado nutricional y reproduccion de la especie cultivada (Cifuentes et al. 2012). Los datos
obtenidos en esta variable se encontraron dentro de los rangos reportados como
condiciones favorables que indican buen estado nutricional para O. niloticus (Ighwela et

al.,2011; Getso et al., 2018)
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Tabla 5. Rendimiento en tilapia cultivada en sistemas acuapdnicos con diferentes
complementos nutricionales para el crecimiento del tomate.

Testigo (T1) CSOM (T2) CSH (T3)
Peso promedio inicial g pez’ 4837 43.2° 5322
Densidad de siembra (No de peces m™) 40° 40° 40
Densidad inicial de peces (Kg m~) 1.9% 172 2.1°
Ganancia total de peso (g) 301° 2977 289
Ganancia de peso diario (g dia™’) 2.91% 2.5° 24°
Factor de conversién alimenticia (Kg Kg') 0.7% 0.7% 0.8°
Factor de condicién de Fulton (K) 1.98% 1.96" 2.02°
Rendimiento de tilapia Kg m" 11.3% 1132 1122
Sobrevivencia 93° 95° 97%

Testigo (T1); CSOM: complemento de solucidon orgénica mineralizada con Bacillus (T2)
y CSH: complemento de solucién hidropoénica (T3).

Letras iguales indican no diferencias significativas (P > 0.05) entre tratamiento, los datos
en cada fila.

Por otro lado, el buen estado fisiologico de los peces se puede corroborar con los
resultados de calidad de agua y pardmetros hematolégicos (Figura 15 y Tabla 11). La
temperatura minima (18 £ 1.5 °C) y maxima (29 + 1.9 °C) del agua; las concentraciones
de NAT (0.3 a 0.8 mg L'!); amonio no ionizado (0.001 a 0.060 mg L! NH3-N); nitrito
(0.5 a 0.8 NO»-N); y oxigeno disuelto (3.6 a 5.7 mg L!), permanecieron dentro de los
rangos Optimos y tolerables para el crecimiento de la tilapia niloticus (CENDEPESCA,
2008; Gullian & Aramburu, 2013). Los valores de OD demostraron una disminucion en
su concentracion durante los tltimos meses de cultivo, lo cual se atribuye a la acumulacion
de los sélidos en el sistema, ya que se ha demostrado que disminuye el oxigeno disponible
a causa de la descomposicion de la materia orgdnica; también la reproduccion de los peces
que ocasiono el incremento en la densidad poblacional y por ende el consumo de oxigeno

pudo atribuir a la disminucion en la concentracion de esta variable (Tomala et al., 2014).
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Figura 13. Concentraciones promedio de Nitrogeno amoniacal total (NAT), nitrito (NO2
), nitrato (NO3") (A); pH (B); y Oxigeno disuelto (OD) (C) en el agua durante la
produccion tilapia-tomate en sistemas acuapoénicos. Testigo (T1), Complemento
solucion organica mineralizada (T2), Complemento solucién hidropdnica (T3).
Los datos representan promedio + desviacion estandar. Letras iguales significa
no diferencias significativas entre tratamientos.
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Los valores obtenidos en hematocritos y proteina plasmatica total no presentaron
diferencias significativas entre los tratamientos (Tabla 11), y se encontraron dentro de los
rangos reportados por otros estudios como concentraciones saludables para tilapia
(Rodrigues et al., 2003; Bailone et al., 2010; Kumar et al., 2011; Silva et al., 2012; Serani
etal., 2012; Hahn-Von et al., 2014). Estos estudios reportan que concentraciones menores
a 45% de hematocrito causa una policitemia acompafiado con la presencia de altos valores
de hemoglobina; concentraciones menores a 20% causa estados anémicos en peces y
concentraciones de proteina total menor de 2 g dL! indica alteraciones en el contenido
plasmatico, los cuales son afectadas por condiciones de estrés a causa de concentraciones
toxicas en el agua, temperaturas no tolerables para el crecimiento de la especie, presencia
de patogenos y bajas concentraciones de oxigeno disuelto (Karasu & Yavuzcan, 2004;

Hahn-Von et al.,, 2011; Alaye & Morales, 2013).

Tabla 6. Parametros hematoldgicos en tilapia cultivada en sistemas acuaponicos.).

Hematocrito Proteina total plasmatica

Tratamiento (%) (g dLY)

Testigo (T1) 32.2+24°% 45+05°2

CSOM (T2) 29.9+£3.0% 424042
CSH (T3) 29.8 £2.3 2 3.9+0.32

Testigo (T1), Complemento solucion organica mineralizada con Bacillus sp. (T2),
Complemento solucion hidroponica (T3).

Letras iguales indican diferencias no significativas entre tratamientos, letras de la misma
columna.

Eficiencia del agua y uso equivalente de terreno en sistemas acuaponicos

La eficiencia del agua es un indicador importante en el sector agricola y en el area de
recursos hidricos que se debe considerar para garantizar la produccioén alimentaria y
contribuir a disminuir la huella hidrica a nivel mundial. La Figura 16 muestra la cantidad
total de agua utilizada durante los 5 meses de produccion, el cual se repuso semanalmente
del 2 al 5% de agua a causa de perdidas por evaporacion, evapotranspiracion, fugas y
recambios por altas concentraciones de NO>™ (Figura 15). Esta reposicion de agua estuvo

entre el rango considerado en acuaponia (<10%) (Rakocy, 2006).
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Figura 14. Cantidad total de agua utilizada durante 5 meses de produccion de tilapia-
tomate en sistemas acuaponicos. Testigo (T1), Complemento solucion organica
mineralizada (T2), Complemento solucion hidroponica (T3).

La tabla 12 y 13 muestra los Kg de tomate y tilapia producidos por m® de agua
utilizada en sistemas acuapoénicos de recirculacion cerrada y la comparacion con otros
sistemas de produccion. A la fecha no hay registros de eficiencia de agua en cultivos
acuaponicos de tomate, variedad indeterminada, bajo invernadero. Sin embargo, estos
resultados muestran la acuaponia como una alternativa viable para incrementar la
produccion de alimento con uso eficiente del agua, ya que la produccion promedio que se
obtuvo por m® de agua utilizada fue mayor a lo reportado en cultivos convencionales,
donde reportan 3.3 Kg m=- 5.4 Kg m?

(Salazar et al., 2014; Taipe et al., 2018); y fue similar a lo reportado en sistemas bajo
invernadero con riego por goteo con 16.7 Kg m= (Tabla 13) (Saha et al., 2008; Salazar
et al., 2014).

106



Tabla 7. Uso eficiente de agua en la produccion de tilapia — tomate en sistemas

acuaponicos.
Testigo (T1) CSOM (T2) CSH (T3)
Gasto agua total (L) 6913 6913 6627
UEA en tomate fresco (Kg m)* 10.2 13.6 17.7
UEA en tilapia (Kg m)* 1.6 1.6 1.7

UEA en biomasa total del sistema

acuaponico (Kg m?3)* 11.8 15.3 19.4

*Produccion de Kg fresco de tomate y tilapia por 1m? 6 1000 L de agua usada.
Testigo (T1), Complemento solucion organica mineralizada (T2), Complemento solucién
hidroponica (T3).

También, son pocos los reportes sobre la eficiencia del agua en sistemas acuicolas; un
estudio realizado por Pérez Rincon et al., (2017) reporta una produccion de tilapia de 0.5
Kg m? en cultivos tradicionales, lo cual es tres veces inferior a lo producido en sistemas

acuapoénicos (1.6 y 1.7 Kg m™).

El uso eficiente del agua en acuaponia se puede optimizar evitando recambios de agua
durante el proceso de maduracion o establecimiento de las bacterias nitrificadoras en el
sistema. Esto se puede llevar a cabo a través del proceso de maduracion quimica, antes de
introducir los peces al sistema. También, se puede alcanzar una alta eficiencia a través de
sistemas mas tecnificados con el control éptimo de parametros de calidad del agua y con

el control de condiciones ambientales como temperatura y humedad relativa

Tabla 8. Comparacion de uso eficiente de agua en diferentes métodos de produccion o
sistemas de cultivos

Sistema de produccion UEA (Kg m?) Refencia
SA con aporte sol mineralizada 15.3 -
SA con aporte de sol hidropdnica 19.4 -
Sistema convencional 33a54 Salazar et al., 2014 Taipe et
al., 2018
Sistema riego por goteo, bajo invernadero 16.7 Saha et al., 2008
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Por otra parte, la tabla 14 muestra el uso equivalente del area de suelo, el cual es un
pardmetro que mide la eficiencia del rendimiento entre dos sistemas de produccion. Los
resultados obtenidos nos indica que para la poblacion de productores de peces es mas
eficiente integrar el subsistema hidropdnico para la produccion en acuaponia, que para la
poblacion de productores de hidroponia integrar el subsistema de recirculacion cerrada,
debido a que los acuicultores alcanzarian altos rendimientos en produccion de alimento,
asi como, alta ganancia total del producto en pesos ($). No obstante, este valor es relativo,
ya que se considera que para la poblaciéon dedicada a hidroponia no seria rentable
implementar acuaponia si instalaran el subsistema de peces, dentro del area destinada para
las plantas o si manejaran una baja densidad de peces por m®. En otras palabras, instalar
el subsistema de peces fuera del invernadero o en un area que no es contemplada para la
produccion de plantas; asi como, incrementar la produccion por m?, en el cual manejen
densidades de un sistema intensivo (40 Kg m™) o super-intensivo (>40 Kg m™) puede
incrementar el rendimiento del sistema, logrando obtener valores de UET mayores o
iguales a 1. También este valor es relativo, ya que faltan realizar estudios donde se evaltien
otros tipos de indicadores de uso eficiente de suelo y energia, contemplando el gasto que

implica considerar mantener producciones super-intensivas de peces.
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Tabla 9. Estimacion del uso equivalente del area de suelo (UES) y costo total de la biomasa producida en acuaponia y en

monocultivo de peces y tomate.

Valor de la Biomasa

Biomasa total (Kg) Costo total producto ($) UES
producida ($ Kg1)

T1 T2 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3

Monocultivo de tilapia
22,6 22,6 30 678 678 672 4,23 4,67 5,74

en SCR*
Monocultivo de

168,6 188,6 7 1180,2 1320,2 1643,6 0,57 0,56 0,55

tomate en hidroponia*

Sistema acuapodnico
11,3 84,3 11,3 943 11,2 1174 30 7 929,1 999,1 1157,8

tilapia-tomate

*El monocultivo de tilapia y tomate se considera como la produccion estimada del area total del sistema acuaponico (20
m?). Valores < 1 en UET significa que el rendimiento del sistema acuapdnico no produjo mas que el subsistema de peces
o hidropdnico. Valores > 1 significa que el sistema acuapénico es mas productivo que el subsistema de peces o

hidropdnico.
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CONCLUSIONES

Los complementos nutricionales (solucion organica con Bacillus sp. y solucion
hidroponica) en el sistema acuaponico son necesarios para incrementar el crecimiento y
rendimiento en tomate indeterminado en un periodo de cultivo de 103 dias (siete cortes),

sin haber diferencias significativas entre ambos.

La calidad comercial y nutracéutica fue similar entre los tres tratamientos. A excepcion
de los solidos solubles, la solucion hidropdnica generd mas grados Brix en los frutos, lo
que se relaciona con una mayor conductividad eléctrica comparado con los otros

tramientos.

La dinamica de P en el sistema con solucion organica mineralizada con Bacillus sp. fue
diferente al tratamiento testigo, induciendo una mayor liberacion de este elemento, y la
dindmica de los demas nutrientes (K, Ca, S, Mg, Fe, Zn, Cu, Mn y Mo), permanecieron

iguales, donde hojas y frutos manifestaron sintomatologia de deficiencias de Fe, Ky Mg.

La dindmica de nutrientes en el tratamiento con aporte nutricional de solucién
hidropodnica fue diferente, presentando mayor concentracion de nutrientes y conductividad

eléctrica, sin provocar sintomas de deficiencias nutricionales.

El crecimiento y las variables hematologicas, que indican la salud de los peces, no fue

afectado por los complementos nutricionales.
Los complementos nutricionales (solucidon organica mineralizada con Bacillus sp. y

solucion hidroponica) hicieron mas eficiente el uso del agua por efecto del incremento en

la produccion.
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CONCLUSION GENERAL

En este estudio, se concluye que la bacteria Bacillus sp., aislada de un sistema
acuaponico, tiene la capacidad de mineralizar fosforo a partir del fitato de los solidos
sedimentables, asi como otros elementos (Ca, Mg y S), bajo condiciones aerdbicas y con
temperatura de 24°C. La liberacion de dichos elementos puede ser utilizados en solucion
para complementar la nutricion de las plantas de tomate indeterminado cultivadas en
sistemas acuapodnicos, que lo haran mas productivo y eficiente en el uso del agua, en
comparcion a un sistema sin complemento nutritivo. Sin embargo, es posible mejorar la
nutricion de las plantas de tomate al aplicar Fe, K y Mg en la solucion nutritiva, sin afectar

la produccién y salud de la tilapia.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar mas estudios involucrados en la evaluacion de la inoculacion
directa de Bacillus sp. en el sistema para confirmar su efecto en el crecimiento de la planta
y en la dinamica de fosforo u otros elementos en el agua; asi como estudiar sus procesos
bioquimicos durante la solubilizaciéon y mineralizacion de los residuos solidos generados

y acumulados en el sistema.

También, se considera realizar mas estudios, donde se evalue biorreactores de pequefia
escala con condiciones controladas de temperatura y oxigeno en la mineralizacion de los
solidos con la inoculacién de Bacillus sp. y otros microorganismos que ayuden a
incrementar la disponibilidad de los nutrientes para las plantas; y/o estudios donde evaltien
la fusion de la mineralizacion inducida con el aporte de soluciones hidroponicas de manera
automatizada que complementen la deficiencia nutricional, principalmente de los

elementos que se encontraron en concentraciones criticas en el sistema (K, Mg y Fe).
Por ultimo, se recomienda realizar mas estudios, donde evalten diferentes tipos de

indicadores de eficiencia, principalmente en el uso de agua, energia y fertilizantes; asi

como también en la evaluacion costo/beneficio de la produccién en sistemas acuaponicos.
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