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RESUMEN.

El cultivo del puye (Galaxias maculatus) esta aun en periodo
experimental, por esto no se conoce completamente los parametros
ambientales y de cultivo que permitan lograr 6ptimos resultados en las fases de
produccion. En favor de mejorar la tecnologia existente para el cultivo de esta
especie, se planteo el presente estudio sobre los parametros condicionantes de
la pigmentacion externa del puye. Se trabajo con ejemplares silvestres de
retorno (post-larvas cristalinas) distribuidas en 18 tanques, 9 de color verde y
9 de color blanco. Los puyes se distribuyeron a distintas salinidades 0, 15 y
25 %o, cada una se realizé por triplicado con 70 individuos. Se realiz6 un
seguimiento de los patrones de pigmentacion en estado embrionario y larval. Al
final del experimento se tomaron los registros de peso, longitud, indice de
condicion (K), cantidad de melanoforos en zona lateral, area cubierta por
melanoforos en la zona dorsal anterior, niveles de pigmentacion y
sobrevivencia. Las post-larvas respondieron al tratamiento de color blanco y
salinidad de 15 %o con un menor grado de pigmentacion, con 0,728 % + 0,38
del area corporal cubierta por melanéforos y una sobrevivencia cercana al

98 %. En los demas parametros no se obtuvieron diferencias significativas.

Palabras clave: Galaxias maculatus, post-larva, pigmentacion, melandforos.



ABSTRACT.

The culture of puye, Galaxias maculatus is still in experimental phase, for
this reason it is not known all the parameters to achieve good results in
culturing. In order to improve its present technology of culturing, pigmentation
studies on conditioning parameters was worked out in captivity. For this
purpose, 70 wild collected post-larval were placed into each of 18 tanks of 4,5
liters of capacity, 9 of them were of green color and the others of white color.
Both of them were worked at three water salinities (0, 15 and 25 %o0). Each
treatment has three replicated. Pigmentation was monitorated from
embrionary to larval states. At the end of the experiment, individual weight
and length, condition factor (K), melanophores quantity on medium lateral line,
melanophores covered area on previous dorsal zone, pigmentation levels and
survival were registered. Less pigmentation level was obtained into white color
tank and salinity of 15 %o, in terms of 0,728 % * 0,38 of covered area of the fish
body and 98 % of survival. Other parameters measured were not significant

differences.

Key words: Galaxias maculatus, post-larvae, pigmentation, melanophores.



I. INTRODUCCION.

Galaxias maculatus (Jenyns, 1842) es un pez que tiene una distribucion
circun-antartica, posee diferentes denominaciones vernaculares segun la zona
en que se encuentre; conocido como “Puye” en Chile, “Puyen” en Argentina,
“Whitebait” e “Inanga” en Nueva Zelanda y Australia, y en Tasmania como
“Jellytail” (Mardones y col., 1999).

En Chile, habita el sur del pais, preferentemente desde los 32° de Latitud
Sur, en la zona central, hasta los 52° de Latitud Sur, en la region patagénica de
Tierra del Fuego (Fletcher, 2000).

El puye se puede encontrar en ambientes dulceacuicolas, estuarinos y
marinos. Las poblaciones son pequenas y se agregan por clases de edad.
Existen dos poblaciones de puyes que difieren en su morfologia: diadromicas,
con un numero alto de vértebras (59-62) y dulceacuicolas, con un numero bajo
de vértebras (52-59), siendo ambas poblaciones capaces de adaptarse al agua
salobre (Vega, 1999).

Los especimenes de puye no presentan escamas en su piel (Campos,
1977) y son anguiliformes en su estado post-larval. Alcanzan una talla maxima
de 16 centimetros como adultos maduros. Poseen una conducta migratoria
anual asociada a las fases reproductivas. Las poblaciones asociadas a los
estuarios desovan en otono, ajustandose a las mas altas mareas, desovando
entre la vegetacion adyacente (McDowall, 1999), manteniéndose los huevos

fertilizados en desarrollo en un ambiente htimedo, eclosionando las larvas en la



mas alta marea siguiente. Estos animales son organismos didicos, la
proporcion entre machos y hembras es 1:1, poseen madurez desfasada,
respecto a que las hembras son estacionales y en los machos se pueden
encontrar ejemplares maduros todo el ano. Los especimenes maduros de puyes
se diferencian por el color y forma del abdomen, siendo plateado en los machos,
transparente y abultado en las hembras. La cantidad de huevos varia con la
edad y tamano de las hembras; de 800 a 1200 ovas en su primer ano de vida
hasta 7400 ovas en una hembra mas longeva. Los especimenes inmaduros son
de pequeno tamano y muy delgados (Valdebenito, 1999).

Las larvas diadromicas migran al mar y retornan en primavera con una
edad de 6 a 8 meses. Las post-larvas de puye son carnivoras y canibales,
alimentandose de zooplancton. En estado adulto se alimentan de artropodos y
otros organismos (Vega, 1999).

Las post-larvas de puye alcanzan tamanos de 5 centimetros en 6 meses,
siendo totalmente cristalinas, los cambios morfologicos ocurren cuando las
post-larvas comienzan a pigmentarse (estado adulto), alcanzando una talla de 8
centimetros entre los 12 a 15 meses. Alrededor de un 70 % de la poblacion de
cristalinos alcanza la madurez sexual durante la primavera del primer ano
(aproximadamente 9 meses de edad), con un peso de 1,12 * 0,38 gramos y una
longitud de 55,60 + 5,20 milimetros (Valdebenito y col.,, 1996). Las poblaciones
de puye tienen individuos de longevidad promedio de 1 a 2 afos, aunque se

pueden encontrar especimenes de 4 anos de edad (Vega, 1999).



La post-larva de puye es el estado de desarrollo que se comercializa y
consume, siendo un recurso muy apetecido por parte de restoranes y hoteles,
alcanzando valores de US$ 12 la porcion de 100 gramos. En playa, el
kilogramo fresco se encuentra cerca de US$ 8,5. En el comercio, su precio
fluctua entre US$ 27 y US$ 28,5 el kilogramo, dependiendo de su forma de
presentacion (Fletcher, 2000), teniendo un simil en Espana la “Angula” y un
sucedaneo en base a surumi, la “Gula” (Mardones y col., 1999).

Las poblaciones de puye han sido drasticamente depredadas y afectadas
por la sobre explotacion de pescadores artesanales. Debido a este problema, ha
aumentado la demanda por parte de los consumidores, lo que ha llevado a la
experimentacion para su cultivo, este seria el primer pez nativo que en la
actualidad podria integrarse a la piscicultura nacional (Borquez & Dangtagnan,
1999).

Esta especie, posee una serie de caracteristicas que facilitan su cultivo y
que han permitido desarrollar su ciclo de vida en cautiverio: tamano pequeno,
ciclo reproductivo corto, cosechas y madurez sexual antes del afio de vida,
desoves en cautiverio, facil adaptacion a sistemas de cultivo y al alimento
artificial (Vega y col., 1996). Para poner en practica lo anterior se debe trabajar
para que en cultivo se logre; a) la obtencion de reproductores; b) mantencion y
acondicionamiento de los reproductores; c) determinacion de los estados de
madurez y obtencion de gametos; d) altas tasas de fertilizacion artificial; f) alta
sobrevivencia en incubacion; g) altas tasas de eclosion; h) mantencion de las

larvas en sistemas de cultivo (Velasquez, 1999).



Debido a la escasez de la angula europea, se presenta una favorable
posibilidad para posicionar al puye en el mercado europeo. En Espana, se
determiné que el puye preparado con las mismas formulaciones que se utilizan
para la angula, tiene una muy buena aceptacion. El ingreso al mercado
espanol deberia hacerse como producto nuevo. Las exportaciones que se
realizan en Chile son de pequenas cantidades y precios diversos. EIl mejor
mercado internacional es México, estando el producto ya posesionado
(Mardones y col., 1999).

G. maculatus, al igual que la mayor parte de los peces teledsteos, presenta
una pigmentacion al alcanzar el estado adulto, pero durante el estado post-
larval es caracteristico que su cuerpo sea completamente cristalino con escasa
pigmentacion. Las post-larvas son animales transparentes y pelagicos,
presentando so6lo una linea de melanoforos a lo largo del intestino y ojos
pigmentados negros.

Hoar & Randall (1988) proponen criterios para establecer cuando un animal
cordado, en este caso peces, realiza un verdadero estado de metamorfosis:

a) La larva ocupa un nicho ecologico diferente al del embrion y adulto, debido a
su forma.

b) Un cambio en las estructuras no reproductivas entre la vida embrionaria y
la maduracion sexual.

c) El cambio morfolégico al final de la vida larval (climax) se activa por un
factor externo (medioambiental) y/o interior (por ejemplo, hormonal).

La longitud de tiempo entre la iniciacion de metamorfosis y la aparicion

de un fenotipo definitivo (juvenil, smolt o adulto) es generalmente especie-



especifico. La duracion de la fase metamorfica, refleja a menudo la magnitud
del cambio morfolégico y fisiolégico, o la importancia de sincronizar la
terminacion del cambio con la disponibilidad de comida y con las condiciones
medioambientales existentes.

La pigmentacion de los peces se produce como respuesta a condiciones
inducidas por alteraciones hormonales, y estas en respuesta a cambios
repentinos de temperatura, estados de irritabilidad (salinidad, luminosidad,
estrés), presencia de adversarios y presas (mimetismo) o diferenciacion sexual
(coloracion nupcial). El color es el resultado de la percepcion de estimulos
luminosos que son producidos por diferentes longitudes de ondas que llegan a
la retina. El rango de longitud de onda percibible difiere entre diversas especies
(Fyjii, 19932). Estos cambios de color se producen por la activacion o
modificacion de células especiales ubicadas en la dermis del animal
denominados cromatoéforos (Lagler y col, 1990; Fujii, 1993P). Estas células
tienen la capacidad de redistribuir el pigmento de tal forma que se modifica la
coloracion del animal. Los cromatoforos, se ubican dentro de un conjunto de
fibras de colageno denominadas “laminillas de colageno subepidérmicas”, cuya
funcion primordial es fortalecer el tegumento frente a la accion mecanica de
fuerzas externas (Fujii, 1993P). Los mecanismos responsables de Ila
manifestacion de colores en peces son similares a los observados en organismos
terrestres. El color de la piel es generado por la absorcion, esparcimiento y
reflexion de luz a distintas longitudes de onda (Fujii, 19932). Los pigmentos se
encuentran en pequenas vesiculas de tipo punteado que proporcionan la

coloracion por su dispersion al cubrir una superficie mayor. Los cambios



fisiologicos de color implican la concentracion y dispersion del pigmento. Los
cambios morfolégicos implican la acumulacion, pérdida o destruccion de éstos
pigmentos (Prosser & Brown, 1968).

Los pigmentos que determinan el color en los peces se pueden clasificar
en 4 grupos:

Melaninas: son los mas abundantemente distribuidos en peces,
originando tonos oscuros, quimicamente son compuestos polimerizados del
aminoacido Tirosina. Estos se sintetizan y depositan en organelos oscuros,
llamados melanosomas. Esto ocurre por la oxidacion de la tirosina a
dopatirosina y la oxidacion de ésta a dopaquinona por accion de la tirosinasa.
Estos compuestos son polimerizados oxidativamente para formar melanina
(Lagler y col.,1990; Evans, 1998 y Solbakken y col., 1999).

Carotenoides: son pigmentos insolubles en agua, que se depositan en los

xantoforos 6 eritroforos. Existen diversas variedades moleculares pero todas
provienen del alimento del pez. Se pueden modificar para formar carotenoides
que son especie-especificos. Los mas comunes son Tonaxantina (amarillo),
Astaxantina (rojo) y B-caroteno (naranja) (Fujii,19932).

Pteridinas: pigmentos de color amarillo a rojo, a diferencia de los
carotenoides, estos son solubles en agua, se encuentran escasamente en
poiquilotermos vertebrados y se alojan en los xantoforos y eritroforos.

Purinas: predomina principalmente la base nitrogenada guanina, en
forma de cristales alojados en los iridoforos. Proporciona el color plateado

caracteristico de la parte ventral de los peces (Fujii,19932).



La coloracion basica en los peces es la brillantez que prevalece en la
superficie ventral del cuerpo, la oscuridad en la parte dorsal y un cambio
gradual de intensidad en los lados. Este es un principio de ocultamiento
mediante la anulacion de sombra contraria. A esto se le denomina Principio de
Thayer (Lagler y col., 1990).

Los melanéforos son un tipo de cromatéforos ampliamente distribuidos

en la piel de vertebrados poiquilotermos, incluyendo peces. Los melanosomas
son organelos de color marrén a negro, estos pueden encontrarse en cada parte
en donde la piel presente cualquier senal de sombra oscura reconocible
(Fujii, 1993k). El movimiento de pigmentos de los melanoforos contribuye en
gran medida a la sobrevivencia de los individuos, jugando importantes roles en
las interrelaciones diarias. Algunos organismos poseen colores de baja o poca
importancia, frecuentemente la coloracion tiene valor adaptativo con relacion a
factores ambientales tanto bidticos como abidticos (Peredo, 1980). El colorido
o pigmentacion de los organismos cumple las funciones basicas de:
-Ocultamiento y otras interrelaciones entre diferentes especies, especialmente
el complejo presa—predador. Para sobrevivir el pez necesita cambiar sus colores
rapida y eficazmente, por ello sus cambios son controlados por fibras nerviosas
y efectos hormonales (Fujii, 19933).
-Comunicacion social entre individuos de la misma especie, relaciones intra e
inter especifica involucradas con el comportamiento sexual, reconocimiento de
sexos, animales inmaduros e individuos de otras especies (Peredo, 1980).

Los cromatoéforos derivan de un extremo nervioso, y todos tienen un

origen embrionario comun, siendo categorizados como “paraneuronas”.



Los tipos de cromatoforos que se encuentran en los peces pueden alojar
distintos tipo de pigmentos: amarillo (xantéforos), pigmento rojo (eritroforos), y
blancos (iridoleucoéforos), ademas de los melandforos que alojan melanina.
Muchos peces contienen cromatéforos y pequenos acumulos de cristales
brillantes o en forma de placas, que dan un color azul-verdoso en la estructura
(iridosomas) (Prosser & Brown., 1968; Takashima & Hibiya., 1995).

La actividad de los melanoforos es la que interviene en mayor medida en
respuesta a la luz y oscuridad y a los medios blancos y obscuros (Prosser &
Brown, 1968). Es una interaccion entre los controles nerviosos y hormonales,
el oscurecimiento considerado como una respuesta a fondos oscuros involucra
a la hormona dispersora de melanina (MDH) procedente del 16bulo intermedio
de la hipofisis, y el empaledecimiento en fondos claros a la secrecion de
hormona acumuladora de melanina (MAH) procedente del 16bulo posterior de la
hipoéfisis (Lagler y col.,1990; Abdel-Malek y col., 1992 y Fujii, 1993b).

Los cambios en el color o patron del colorido de un pez son producto de
la movilidad de los cromatéforos y/o por cambios en la cantidad de material
pigmentario depositado en la piel.

Las modificaciones en el color de la piel, debido a la movilidad de los
pigmentos en los cromatoforos se denominan “cambios fisiologicos de color”,
son controlados principalmente por el sistema nervioso y/o endocrino, estos
son cambios rapidos y estan relacionados con la adaptacion cromatica del
animal. Cambios en la cantidad neta de pigmentos en la piel se denominan
“cambios morfologicos de color”, que ocurren a una velocidad mas lenta,

principalmente regida por el sistema endocrino, estos cambios ocurren en



etapas criticas del pez, como en época reproductiva la expresion de los colores
nupciales (Oncorhynchus mykiss, Pomacanthus semicircitlatiis) o el paso de
juvenil a adulto (Anguilla anguilla) (Fujii, 1993 ).

Los puyes se comercializan en su forma post-larval cristalina. Los
adultos pigmentados carecen de valor comercial, es entonces fundamental que
estos alcancen un tamano adecuado como cristalinos para su cosecha. Las
post-larvas de puye, en condiciones naturales se pigmentan alrededor de las 24
semanas post-eclosion (Valdebenito y col., 1996). En condiciones de cultivo las
post-larvas de puyes han alcanzado una pigmentacion alrededor de las 15
semanas post-eclosion (Encina y col.,, 1999). Esta velocidad de pigmentacion
acarrea dificultades para su comercializacion, debido a que la cantidad de
biomasa comercializable se reduce como consecuencia de cosechas adelantadas
de cristalinos de bajo calibre. Es entonces importante conocer las
condicionantes que afectan a esta pigmentacion acelerada y lograr un
desarrollo adecuado en cautiverio.

Existen escasos antecedentes acerca del proceso de pigmentacion en
puye, el Unico estudio encontrado presenta que una de las variables que
regulan la pigmentacion en peces son el color de los tanques de cultivo (Encina
y col., 1999), quien experimentando con tanques de color negro, blanco, verde y
gris, consigue ejemplares pigmentados a las 10 semanas en los tanques negros
y grises. Pigmentacion a las 15 semanas para los ejemplares de los tanques
blancos y verdes. Esta experiencia se realizo modificando gradualmente la

salinidad de 10 %o a 30 %eo.



Por lo anteriormente senalado es de gran importancia conocer los
mecanismos y parametros que influyen en los procesos biologicos de
crecimiento y pigmentacion para determinar e incrementar los conocimientos
en la tecnologia de cultivo del puye. Esta especie tiene perspectivas de
desarrollo de amplio alcance, tanto econémicas como sociales, el estudio de los
factores que determinar la pigmentacion en esta especie es fundamental para
que se pueda obtener un producto de alto valor comercial, lo que esta
relacionado con un espécimen anguiliforme y transparente. Por esto, en la
presente investigacion se pretende estudiar los procesos de pigmentacion en
puye (G. maculatus) bajo condiciones de cultivo experimental, este conocimiento

permitira sentar las bases para una tecnificacion de la industria del cultivo del

puye.



II. OBJETIVOS.

2.1. Objetivo General.

» Estudiar el proceso de pigmentacion externa en puye (Galaxias maculatus)

bajo condiciones de cultivo experimental.

2.2. Objetivos Especificos.

» Caracterizar el patron de pigmentacion embrionario y larval del puye en
condiciones de cultivo experimental.

» Determinar el efecto de la salinidad y color del estanque en la pigmentacion
del puye.

» Establecer una escala de evaluacion de pigmentacion, en donde se pueda
cuantificar objetivamente el nivel de pigmentacion, con parametros que

puedan ser observables y medibles para G. maculatus.



III. PLANTEAMENTO DE HIPOTESIS.

3.1. En cuanto a la coloracion de los tanques de cultivo.

H’o. El color de los tanques de cultivo no afecta la pigmentacion de los puyes.

H’1. El color de los tanques de cultivo si afecta la pigmentacion de los puyes.

3.2. En cuanto a la salinidad de cultivo.

H”0. La concentracion salina del agua no afecta la pigmentacion de los puyes.

H”:.. La concentracion salina del agua si afecta la pigmentacion de los puyes.

3.3. En cuanto a la interaccion de la salinidad y el color de los tanques.

H”0. La interaccion color de los tanques de cultivo y salinidad del agua no tiene
efecto sobre la pigmentacion de los puyes.
H’”1. La interaccion color de los tanques de cultivo y salinidad del agua si tiene

efecto sobre la pigmentacion de los puyes.



IV. MATERIALES Y METODOS.

La experimentacion se llevdo a cabo durante los meses de Septiembre a
Diciembre del 2001, en las dependencias del hatchery de la Escuela de
Acuicultura de la Universidad Catolica de Temuco (38° 40’ Latitud Sur, 72° 35’

Longitud Oeste).

4.1. Estudio del patron de pigmentacion.

Se realiz6 una incubacion de ovas de Galaxias maculatus procedentes del
hatchery de dicha casa de estudios. Las ovas fueron fecundadas y puestas en
placas petri, con una salinidad de 15 %o, se incubaron en una sala aclimatada
con temperaturas medias de 9,52 + 1,17 °C (Figura 1A). Diariamente se
registro los patrones de pigmentacion de los embriones, detectando la aparicion
de los melanoforos en el estado embrionario y post-eclosion. Dos veces al dia
se evaluio la temperatura de incubacion con el fin de determinar las unidades
térmicas acumuladas (UTA) a las que se alcanzaban las distintas etapas de

desarrollo.



4.2. Diseno experimental del cultivo de post-larvas cristalinas de puye.

Se obtuvo una cohorte de ejemplares diadromicos de cristalinos de puyes
(G. maculatus) procedentes de la desembocadura del rio Toltén (39° 17’ Latitud
Sur, 73° 10’ Longitud Oeste). Estos fueron distribuidos al azar en un sistema
de tanques de cultivo con capacidad de 4,5 litros, los cuales con anterioridad
fueron recubiertos con resina Gelcoat de color verde y blanco. En la
investigacion se utilizaron 18 tanques, 9 de color verde y 9 de color blanco,
para distribuir a 70 individuos en cada uno (Figura 1B), dando una densidad
de cultivo de 9.46 g/1t. El experimento se llevo a cabo con aireacion continua
durante las 24 horas. Los puyes se distribuyeron a salinidades de O %o
(control), 15 %o y 25 %o (tratamientos), cada salinidad de tanque de cultivo se
realizo por triplicado.

El agua de cultivo se preparo con agua de pozo extraida del hatchery de
la Escuela de Acuicultura de la Universidad Catolica de Temuco y agua de mar
previamente filtrada. La mezcla, para obtener las salinidades requeridas se
realizo con ayuda de un refractometro. El recambio de agua fue de tres cuartos
del volumen de cada estanque por dia, esta actividad se realizaba antes de
mediodia, antes de la alimentacion, actividad que se utilizaba ademas para
remover material particulado en suspension como restos de alimento del dia
anterior y materia fecal. La temperatura media de cultivo fue de 16,84 + 1,32
°C. Al iniciar la experiencia se registraron los parametros de longitud y peso de

una muestra de la poblacion (n=30) para realizar una comparacion al final de la



experiencia. Los peces se alimentaban diariamente a saciedad con starter de

trucha con bajo nivel de aceite.



Figura 1. A) Sala aclimatada de incubacion de embriones y larvas de
puye (G. maculatus). B) Sistema de cultivo experimental de cristalinos de
puye (G. maculatus) bajo tratamiento de color y salinidad de tanques de

cultivo (n=30).



Después de 30 dias de experimentacion se anestesido y sacrifico a 30
ejemplares por tratamiento, posteriormente fueron fijados en Formalina al 5 %,
para registrar los parametros de longitud (mm) y peso (mg) con los que se
determino el indice de condicion (K) mediante la siguiente formula:

K= 1{P (g) /L® (cm)} x 100

Donde P (g) es el peso de los individuos expresado en gramos y L3 (cm) es
la longitud cubica de los individuos expresado en centimetros. Se realiz6 una
evaluacion de células cromaticas (melanoforos) en areas determinadas del
cuerpo del pez por ser estas las zonas de pigmentacion mas frecuentes: en la
zona lateral detras de las aletas pectorales y en la parte dorsal, detras de la
mancha craneal.

La evaluacion del porcentaje de pigmentacion corporal se realizo
utilizando un micro ocular graduado (Wolfe) de 10x y bajo un aumento total
de 40x: en la zona lateral, se delimité una longitud de 1728 um (longitud de la
graduacion del ocular), cuantificando la cantidad de melanéforos existentes en
esa distancia. En la parte dorsal, se delimitéo un cuadrante de 2,986 x106 um?2
(1728um x 1728um), en el cual se cuantifico la cantidad de melanoforos. El
area que estos ocupan dentro de la superficie senalada, el porcentaje de la
superficie total se cuantifico6 estimando el diametro de los melano6foros
(expandidos y punteados) y el area que ocupo6 cada una. Mediante la sumatoria
de las areas se extrajo el porcentaje de area pigmentada.

Ademas, se realizo un estudio de los niveles de pigmentacion utilizando

la metodologia propuesta por Haro & Krueger (1987), la que en base a una



observacion macroscopica de los ejemplares se pueden clasificar en orden
ascendente de 1 a 7 los niveles de pigmentacion, siendo el nivel 1 totalmente
cristalinos y el nivel 7 completamente pigmentados (Figura 2) (Tabla 1).

Para determinar la existencia de una interaccion entre la salinidad y el
color del tanque de cultivo en la pigmentacion, el diseno del experimento se
trat6 como un experimento factorial (3 X 2) (Walpole & Myers,1997). Para los
analisis estadisticos descriptivos y graficos se utilizaron los programas
StatMost 3.0 y Microsoft Excel, las diferencias muestrales se analizaron con el
test de ANOVA y la significancia de las diferencias con el test de Tukey, para los
datos paramétricos, la utilizacion de la transformacion de los datos al arco seno

se ocupo para la evaluacion de los datos no parameétricos.
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Figura 2. Niveles de pigmentacion segun meétodo propuesto por Haro &
Krueger en 1987, para registro de anguilas (A. anguilla), utilizado en

cristalinos de puye (G. maculatus).



Tabla 1. Descripcion de los niveles de pigmentacion segun método
propuesto por Haro & Krueger en 1987, para registro de anguilas (A.

anguilla), utilizado en cristalinos de puye (G. maculatus).

Nivel 1. Ningun pigmento se presenta en el cuerpo entre los origenes de la aleta

dorsal y anal.

Nivel 2. Pigmentacion a lo largo de la base de aleta dorsal, pero no se extiende

debajo de los apices de los miocitos del cono posterior dorsal.

Nivel 3: El pigmento se extiende ventralmente a lo largo de los miocitos. A medio
camino de la linea lateral los pigmentos intermiocitales pueden estar presentes o

ausente.

Nivel 4: El pigmento se extiende a la linea lateral. Los pigmentos intermiocitales

estan presentes normalmente en la parte dorsolateral.

Nivel 5: El pigmento se extiende ventralmente a la mitad del camino entre la linea
lateral y los apices de los miocitos del cono posterior ventral, los intermiocitos
siempre se pigmentan dorsolateralmente, se expresa una pigmentacion mas

intensa a lo largo de los miocitos.

Nivel 6: El pigmento se pronuncia mas ventralmente a lo largo de los miocitos

formando un margen ventral irregular, la porcion dorsolateral aparece pigmentada

uniformemente; los intermiocitos se pigmentan normalmente debajo de la linea
lateral. Pigmentos en la aleta dorsal en su porcion basal, pueden estar presentes

0 ausentes.

Nivel 7: Las areas previamente pigmentadas ahora se presentan uniformemente
pigmentadas, disimulando la pigmentacion de los miocitos, la base de la aleta
dorsal normalmente se pigmenta, la base de la aleta anal puede o no presentar

pigmentacion.




V. RESULTADOS.

5.1. Descripcion de la pigmentacion en estado embrionario y post-larval.

La descripcion de la pigmentacion en el estado embrionario y las UTA
registradas se realizé con ovas extraidas de 12 hembras fertilizadas, con una
proporcion de 3 hembras por macho.

La pigmentacion de G. maculatus comienza tempranamente en el estado
embrionario, registrandose los primeros esbozos pigmentarios a las 116,15 UTA
(12 dias de incubacion) con el inicio de la pigmentacion de los ojos,
desarrollandose esta hasta las 123,45 UTA. Los registros de melanoforos en el
saco vitelino comenzaron a las 123,45 UTA con un melanoforo cerca de la gota
lipidica, manifestandose de 1 a 3 melanéforos a las 159,20 UTA, esta cantidad
aumenta en medida que el desarrollo embrionario persiste. La manifestacion de
melanoforos en la aleta caudal se produce a las 186,80 UTA (Figura 3) (Tabla
2).

Después de la eclosion de las larvas (307,85 UTA) comienza la
pigmentacion del tubo digestivo que se extiende hasta el ano (Figura 4).
Posteriormente, se ramifican y forman un solo complejo pigmentado que
involucra al saco vitelino, tubo digestivo y ano, registrandose de 12 hasta 18
melanoforos a la 392,25 UTA en 41 dias de cultivo (Figura 5).

En los ejemplares post- larvales de retorno se registraron los parametros
de longitud y peso, se evaluo la pigmentacion en las zonas especificas

anteriormente senaladas (Figura 6).



Figura 3. Desarrollo embrionario y larval de Galaxias maculatus. A) ova
con 4 horas de incubacion, aumento 7,5x. B) Embrion con ojos
pigmentados (op) de 135 UTA, aumento 15x. C) Larva recién eclosionada
de 307 UTA con pigmentacion ocular y melanéforos (ml) en saco vitelino
(sv), objetivo aumento 7,5x. D) Pigmentacion en ojos (op) y tracto

digestivo (td) 404 UTA, aumento 3x.



Tabla 2. Resumen del proceso de pigmentacion de G. maculatus en el

periodo de incubacion y post-eclosion.

OBSERVACIONES

Fertilizacion e incubacion de las ovas.

Inicio de pigmentacion en ojos.

Pigmentaciéon en ojos completa y un melanéforo

presente en el saco vitelino.

La mayoria de ejemplares con 1 a 3 melanéforos en

saco vitelino.

Inicio de la pigmentacion en zona del pedunculo

caudal.

Coloracion amarillenta en la region dorsal de algunos

ejemplares.

Aumento de la pigmentacion en tracto digestivo. 3-5

melanoéforos en saco vitelino.

Se observan hasta 10 melanéforos en saco vitelino. La
pigmentacion abarca el saco vitelino, el tubo digestivo

y la aleta caudal

Inicio de la eclosion.

La pigmentacion del tubo digestivo se inicia en la parte

dorsal y se desplaza hacia la zona ventral.

En region caudal, sélo se observa una pigmentacion

periférica y no en los radios de la aleta.

Ramificacion de los melanéforos ventrales y dorsales,

envolviendo al tubo digestivo.

Presencia de 7 a 9 melanoforos en el tubo digestivo, 7

melanéforos en el pedunculo caudal.

Presencia de 12 a 18 melanoforos en el tubo digestivo

hasta el ano.
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Figura 4. A) Larva cristalina de G. maculatus de 74 dias, se observan
melanoforos en la region dorsal anterior y tracto digestivo (ml), aumento
9,25x. B) Larvas cristalinas de 74 dias, se observa pigmentacion ocular,
tracto digestivo y un par de melanéforos dorsales (md), larva superior
vista ventral, larva inferior vista dorsal, aumento 6,25x. C) Larva
cristalina de 75 dias, con un melanoéforo dorsal (md), aumento 5,75x. D)
Melanoforos en la aleta caudal (ac), en una larva cristalina de 75 dias,

aumento 12,75x.
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Figura 5. Temperaturas medias diarias en sala aclimatada utilizada

para la incubacion de ovas de puye (G. maculatus).



Figura 6. Pigmentacion de Galaxias maculatus en ejemplares de retorno.
A) Pigmentacion facial, melanoforos (ml) en ojos y alrededor de la boca,
aumento 2,5x. B) Pigmentacion caudal, zona lateral del pedunculo y
melanéforos (ml) de radios caudales, aumento 2,5x. C) Detalle de
melanoforos dorsales expandidos (me) y punteados (mp), aumento 15,8x.
D) Pigmentacion ocular y melanoforos en el opérculo (mo), aumento 2,5x.
E) Mancha craneal (mc) y melanoforos dorsales (md), aumento 2,5x. F)
melanoforos de lineas ventrales (lv), aumento 3,1x. G) Melanoéforos

dorsales expandidos (me), aumento 11,3x.



5.2 Estimacion de crecimiento.

5.2.1. Diferencia en peso.

Al comenzar la alimentacion los ejemplares tuvieron un peso individual
promedio de 610 £ 8,0 mg y arrojaron un bajo nivel de crecimiento durante el
desarrollo del experimento (30 dias), con un valor minimo para el tratamiento
Blanco de 0 %o con 610 + 7 mg y un valor maximo para el tratamiento Verde de
15 %o de 670 = 0,11 mg, las diferencias registradas no mostraron ser

significativas entre los tratamientos (Figura 7) (tabla 3).
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Figura 7. Peso total (x = DE) de cristalinos de puye (G. maculatus)
mantenidos durante un mes a diferentes salinidades y colores de

estanque (n=30).



Tabla 3. Registro de crecimiento, grado de pigmentacion y sobrevivencia
de ejemplares cristalinos G. maculatus cultivados a diferentes salinidades
y colores de estanque. Los cifras muestran valor de significancia con

p< 0,05. Letras iguales significan diferencias no significativas.

INICIO
To

Peso total 649,02 605,02
+108,0| +104,0

Varianza. 11664,0| 10846,0

Longitud total.
(mm)

x * DE.
Varianza.

Indice K.
x = DE.

Varianza.

% area cubierta.
x = DE.

Varianza.

Niveles de
pigmentacion.
x * DE.
Varianza.

Melanéforos
Zona Lateral.
x = DE.

Varianza.

% Sobre-
vivencia.
x = DE.

Varianza.




5.2.2. Diferencia en talla.

El crecimiento registrado como longitud de los individuos no tuvo una
variacion considerable respecto al valor inicial de 50,40 + 2,61 mm, después de
30 dias de cultivo el valor minimo se registro en el tratamiento Verde de 15 %o
con 50,88 £ 2,01 mm y el valor maximo en el tratamiento Blanco de 25 %o con
51,99 + 1,44 mm. Las diferencias observadas no fueron estadisticamente

significativas (p< 0,05) (Figura 8) (Tabla 3).
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Figura 8. Longitud total (x + DE) de cristalinos de puye (G. maculatus)
mantenidos durante un mes a diferentes salinidades y colores de tanque

de cultivo (n=30).



5.2.3. Indice de condicién ‘K’.

El indice de condicion de los peces no presentd diferencias significativas
entre los tratamientos, el valor inicial fue de 0,48 + 0,11. Después de 30 dias
de experimentacion el valor minimo fue del tratamiento Blanco de 15 %o con
0,45 £ 0,04 y el valor maximo para el tratamiento Verde de 15 %o con 0,51 +

0,06 (Figura 9) (tabla 3).
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Figura 9. Indice de condicién K (x + DE) de cristalinos de puye (G.
maculatus) mantenidos durante un mes a diferentes salinidades y colores

de tanque de cultivo (n=30).



5.3. Estimacion de pigmentacion.
5.3.1. Area cubierta por melanéforos.

Los valores del porcentaje de area corporal cubierta por melanoéforos
registran diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos, con
un valor maximo de pigmentacion para el tratamiento Verde de 15 %o con 1,74
* 0,64 %. El valor minimo se registro en el tratamiento Blanco de 15 %o con
0,73 + 0,38 %. No se registro diferencias estadisticas entre los valores iniciales
y los tratamientos Blanco 15 %o y Blanco 25 %o. El area pigmentada de cada
melanéforo puede variar de 11,10 um? para melanoforos punteados a

50590,98 um?2 para melanoforos expandidos (Figura 10) (tabla 3).
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Figura 10. Porcentaje del area corporal cubierta por melanéforos (x = DE)
de cristalinos de puye (G. maculatus) mantenidos durante un mes a
diferentes salinidades y colores de tanque de cultivo (n=30). Letras
iguales no presentan diferencias significativas, nivel de significancia de

p< 0,05.



5.3.2. Niveles de pigmentacion.

El nivel de pigmentacion indico un valor maximo para el tratamiento
Verde de 25 %o con 2,07 = 0,25, un valor minimo de pigmentacion para el
tratamiento Blanco de 15 %o con 1,87 £ 0,35, no arrojando diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos y con la muestra inicial.

(Figura 2 y11) (tabla 1y 3).
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Figura 11. Niveles de pigmentacion (x £ DE) de cristalinos de puye

(G. maculatus) segin metodologia de Haro & Krueger (1987), mantenidos
durante un mes a diferentes salinidades y colores de tanque de cultivo

(n=30).



5.3.3. Melanoforos en zona lateral.

La estimacion numérica de la cantidad de melanoforos presentes en la
zona lateral (Z.L) en 1728 ym marca una minima variacion con respecto a las
muestras de todos los tratamientos. El valor inicial fue de 6,78 £ 0,81. El
minimo valor fue para el tratamiento Blanco de 15 %o con 6,80 = 0,71 y el
maximo valor fue para el tratamiento Verde de 25 %o con 7,20 = 0,76; no

presentando diferencias significativas (Figura 12 y 13) (Tabla 3).
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Figura 12. N° de melanoforos en zona lateral (x + DE) de cristalinos de
puye (G. maculatus) mantenidos durante un mes a diferentes salinidades

y colores de tanque de cultivo (n=30).



Figura 13. A) Desarrollo de melanéforos en zona lateral (zl), aumento
2,5x. B) Melanoforos expandidos (me), aumento 15,8x. C) Melano6foros
expandidos de la region dorsal (me), aumento 11,3x. D) Melanoéforos
punteados de la region dorsal (mp), aumento 11,.3x. E) Melanoforos
expandidos de la region dorsal (me), aumento 15,8x. F) Melanoéforos

expandidos (me) y punteados de la region dorsal (mp), aumento 15,8x.



5.4. Sobrevivencia.

La sobrevivencia de los ejemplares mostréo desigualdades entre los
diferentes tratamientos, asi los valores maximo se observaron para los
tratamientos Verde de 15 %o con 97,14 + 2,39 % y el tratamiento Blanco de 15
%o con 97,62 * 2,06 % de sobrevivencia. Los valores de sobrevivencia minimos
observaron en los tratamientos Verde de O %o con 60,48 + 28,07 % y Blanco de
0 %o con 60,48 * 31,54 %, observandose diferencias estadisticamente

significativas con los demas tratamientos (Figura 14) (Tabla 3).
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Figura 14. Sobrevivencia (x = DE) de cristalinos de puye (G. maculatus)
mantenidos durante un mes a diferentes salinidades y colores de tanque

de cultivo (n=30), nivel de significancia de p<0,05.



VI. DISCUSION.

Las poblaciones diadromicas de puye poseen una conducta migratoria
desde los estuarios, en donde nacen, hasta zonas marinas, de donde después
de 6 a 8 meses retornan al rio a madurar y reproducirse. En esta fase de
migracion, aun cristalinos, los puyes enfrentan diversos cambios tanto
morfologicos como fisiologicos. Los cambios fisiologicos incluyen alteraciones
en la quimica de la sangre, del equilibrio electrolitico, de los efectos hormonales
y metabdlicos en general (Mc Dowall, 1968 y Campos, 1970). Seguin estos
autores, los cambios van mas alla de una modificacion en la coloracion de la
piel, también en la estructura del tubo digestivo a nivel de estomago e intestino,
ademas de cambios en la secrecion hormonal a nivel del eje hipotalamo-
hipofisis. La adquisicion de los caracteres externos de juveniles, no es
evidencia suficiente para asumir una metamorfosis, también conlleva una
habilidad de los animales a la osmorregulacion en su nuevo nicho.

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion, se puede
senalar que la baja diferencia de crecimiento que muestran los ejemplares
después de 30 dias de experimentacion es consecuencia del estado fisiologico
en que se encontraban. El crecimiento normalmente se detiene en el periodo de
metamorfosis para algunas especies de anguilas (Anguilla anguilla, Anguilla
rostrata), esto ha sido corroborado a través del examen de otolitos, como lo
informa Lecomte-Fineger & Yahayaoui (1989); Yahayaoui y col., (1990) y

Yahayaoui y col., (1996).



Yahayaoui (1987) sennala una similar situacion en Anguilla anguilla con
especimenes de retorno, donde el diferencial del gradiente salino tiene una
tendencia a reducir la longitud y un efecto negativa en el crecimiento. Un factor
de condicion mas alto, generalmente se encuentra en los animales en las fases
tempranas de metamorfosis comparadas a las fases mas tardias, debido a que
las reservas energéticas son destinadas para la fase de metamorfosis.

Una explicacion para esto segun Hoar & Randall (1988), es el hecho que
los peces que realizan procesos migratorios, con diferencial salino, desarrollan
mecanismos de osmorregulacion adecuados al nuevo ambiente. El paso desde
un medio hipertéonico a uno hipotonico, conduce a un gasto de las reservas
energéticas, siendo destinadas a ofrecer al pez una mejor respuesta al desafio
salino, en desmedro de un mayor crecimiento, ya sea este expresado en peso o
longitud. Mc Dowall (1968) seniala que la talla de los puyes cuando comienza la
migracion hacia los rios es de 37 a 62 mm (x 52,5 mm). En esta investigacion
la talla fue de 50,40 + 2,61 mm. El indice de condicion (K) de los ejemplares
iniciales era de 0,48 + 0,11 y el valor maximo fue de 0,51 + 0,06 para el
tratamiento Verde de 15 %o. Boétius & Boétius, (19892 recoge para
ejemplares de A. anguilla indices de condicion fluctuantes entre 0,47 a 0,61 en
periodo de ascenso. Boétius (1976); Boétius & Boétius, (1989 y Barnabé
(1991) asocian este decrecimiento en la condicion de las anguilas en proceso de
metamorfosis a un ayuno prolongado como consecuencia de su adaptacion a
salinidades mas bajas, en la smoltificacion de salmonideos se observa un
decrecimiento en el indice de condicion (K), por el proceso migratorio del agua

dulce al agua marina (Hansen, 2001). Yahayaoui (1987) senala que la



salinidad, a la vez, juega un importante papel en el apetito de las anguilas,
esto a favor de salinidades bajas.

Seymour (1990) experimentando con el apetito de anguilas (A. anguilla),
en estado cristalino, expresa que la temperatura juega un papel en el estimulo
del apetito, por el diferencial que se produce de una homogeneidad relativa del
agua de mar contra las variaciones que se presentan por la accion de los rios
por donde ellos ascienden. Haro & Krueger (1987) desarrollaron conclusiones
similares en la costa Atlantica de Norteameérica con especimenes de Anguilla
rostrata, recogidos y registrados desde Terranova hasta Florida, senalando que
el alza de temperatura es un factor favorable para el crecimiento de las
anguilas. Hoar & Randall (1988), informan que para lenguado japonés
(Paralichthys olivaceus) y lampreas (Lampreta planeri), temperaturas mas altas
producen reduccion en el tiempo de metamorfosis y los individuos se
metamorfosean mas pequenos. Esto debe ser considerado en el cultivo del
puye, ya que G. maculatus es un pez de agua fria, por lo tanto sensible a las
alzas de temperatura. Campos (1970) senala que en ambientes naturales esta
especie tolera temperaturas de hasta 21°C, pero este valor en condiciones de
cultivo produciria una disminucion en la calidad del agua, bajas de oxigeno,
presencia de protozoos y saprolegniasis (Blanco, 1995), lo que seria perjudicial
para el cultivo. En el experimento realizado, la temperatura no superoé los 18°C
y la presencia de protozoos solo se manifesté en los tratamientos con agua
dulce, con el consiguiente aumento de mortalidad con respecto a los demas
tratamientos. Se debe considerar dos problematicas con relacion al aumento

de la temperatura; la primera, que un alza de ésta podria favorecer a una mejor



conducta alimentaria, y la segunda, que esta misma alza produciria un inicio
de la metamorfosis mas temprana, con el consiguiente aumento en la
pigmentacion.

Los resultados de la pigmentacion externa de los puyes muestran que la
pigmentacion de la zona lateral, no es un buen indicador de la pigmentacion, ya
que la cantidad de melanoéforos registrados en la longitud estimada (1728 pm)
no es significativamente diferente entre los distintos tratamientos. En los
resultados obtenidos con la estimacion del porcentaje de area corporal cubierta
por melanoforos se logr6é constatar diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos. Era esperable que las salinidades bajas (0 %o) fueran
un gatillante medioambiental para la metamorfosis y el consiguiente aumento
de la pigmentacion de los individuos, como lo constaté Encina y col.,(1999) en
experiencias anteriores en la misma especie. Los especimenes que presentaron
una superficie pigmentada mas baja se obtuvieron con los tanques Blancos
con 15 %o y 25 %o0. No obstante, en los tanques Verde de 15 %o se registro
diferencias estadisticamente significativas con los anteriores, entonces, se
puede argumentar que los tanques con agua de pozo (0 %o0) no son propicios
para el cultivo de larvas cristalinas por acelerar la metamorfosis, independiente
de su color (Blanco 6 Verde), mientras que para los tratamientos salinos, la
mejor opcion son los tanques Blancos, independientemente de las variables
analizadas solo se manifesté una interaccion significativa entre la salinidad 15
%o y el color Blanco. Campos (1970) seniala como factor de maduracion el
aumento de la temperatura y el incremento progresivo de la luminosidad. Mc

Dowall (1968), senala que los puyes cuando entran al agua dulce son



transparentes, solo pigmentados por xantéforos y melanéforos. Los xantéforos
presentes en la cabeza y en la region medio dorsal, los melanéforos presentes
en la zona lateral, lineas ventrales y manchas a través del dorso. También
estan presentes en la parte dorsal de la cabeza (mancha craneal), detras de los
ojos, alrededor de la boca, en el margen posterior del opérculo y en los radios
de la aleta caudal (Figura 6).

Las altas mortalidades ocurridas en los tanques de O %o (Blanco y Verde),
pueden ser producto de una mala calidad del agua, debido a la presencia de
protozoos observados en periodos de grandes mortalidades, esto no ocurrio en
los tratamientos con salinidades. Las mortalidades de los ejemplares de los
tanques con salinidad de 25 %o (Blanco y Verde), podrian ser consecuencia de
las condiciones fisiologicas de los individuos, ya que por su naturaleza
migratoria y su reotactismo positivo, deben enfrentar salinidades mas bajas,
aumentando el estrés y bajando sus defensas.

La estabilidad de la sobrevivencia de los tratamientos con aguas salobres
(15 %o) proximo al 98 % confirma la condicion de que las post-larvas pre-
metamorficas son tipicamente estuarinas, no presentando a través del
experimento trastornos en su manejo ni en su cuidado.

La pigmentacion ocurre o se intensifica cuando las post-larvas entran al
agua dulce (gradiente de salinidad). Inicialmente aparecen muchos pequenos
melanoforos desarrollandose sobre la superficie, luego aumenta la densidad en
el area dorsal y se extiende lateralmente. La pigmentacion se intensifica sobre
los miocitos, acumulos plateados de guanina se desarrollan en la cavidad

abdominal y sobre la superficie latero-ventral del opérculo. Campos (1970),



senala puntos de pigmentacion precisos como el saco vitelino, el tubo digestivo,
la region caudal y la parte dorsal posterior, pero no senala el estado de
desarrollo de los embriones en donde realizo sus observaciones. Las larvas
cristalinas desarrollan pigmentacion en la parte dorsal tempranamente. Los
primeros esbozos de la mancha craneal se registran antes de los 75 dias de
cultivo, ademas de una intensificacion progresiva de la pigmentacion en el tubo
digestivo (Figura 4).

Una escala de evaluacion de la pigmentacion especifica para G. maculatus
debiera hacerse sobre la base de establecer un limite maximo de pigmentacion,
estableciendo un porcentaje maximo aceptable para la comercializacion del
producto, siendo una estimacion certera de las condiciones pigmentarias de la
poblacion de cultivo.

Una evaluacion subjetiva de la pigmentacion no demostraria con real
confianza la diferencia entre grupos de cultivo. Métodos de evaluacion
macroscopicas de pigmentacion propuestas por Boétius (1976); Boétius &
Boétius (19899 o la modificada por Haro & Krueger (1987) no revelaron
significancia entre los tratamientos experimentados, pero deja abierta la
alternativa de registrar toda la fase metamorfica de G. maculatus desde las
post-larvas hasta adulto. Esto, facilitaria la labor del cultivador al poder
predecir el comportamiento de la pigmentacion y programar una eventual fecha
de cosecha de cristalinos sin producir pérdidas en su cultivo. Investigaciones
como esta deben continuar realizandose, so6lo asi, se alcanzara un nivel de
conocimientos suficiente que permitira manejar las fases de cultivo de manera

que permitan obtener un producto acuatico de alto valor comercial.



VII. CONCLUSIONES.

La pigmentacion del puye (G. maculatus) se inicia en estado embrionario con
la pigmentacion de los ojos a las 116,45 UTA y la presencia de melanoéforos

en el saco vitelino a las 123,45 UTA.

No existen diferencia significativas en la determinacion del crecimiento en
los parametros de longitud y peso después de un mes de -cultivo

experimental.

En el sistema de cultivo experimental el menor grado de pigmentacion se

alcanza con tanques de color blanco y salinidad de 15 %eo.

La mayor sobrevivencia se alcanzo con el tratamiento de tanque Blanco y

salinidad de 15 %eo.

El area cubierta por melanoforos, es el mejor indicador del grado de

pigmentacion de Galaxias maculatus.
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