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Resumen
En €l cultivo del “ puye’ (Galaxias maculatus), los resultados de los métodos de cultivo
han sido variables, no comparables, debido a que no se contaba con un método estandar
de cultivo para la evaluacion de la calidad ovalarva. Para determinar e efecto de la
temperatura en la sobrevivencia y crecimiento de la larva del “ puye’ , se disefié un método
estandar de cultivo que mantuvo la temperatura constante del agua (12 £ 1 °C), color de
estanque, salinidad, densidad, luminosidad y alimentacion (dosis — frecuencia). Esto
permitié que se evaluaran distintas cepas de “ puye’ diadréomico Ovas y larvas de los
siguientes origenes. de reproductores inducidos con hormonas, de reproductores de
tercera generacion en cautiverio, de reproductores silvestres de la barra del rio Toltén y de
reproductores acondicionados en Faja Maisan), para los primeros 15 dias de cultivo,
tomando como base los resultados en incubacion (sistema humedo estandarizado). Se tuvo
gue comprobar el efecto de la temperatura variable, en la sobrevivencia y crecimiento, a
los 30 dias de cultivo. Se mantuvo un control de temperatura variable (ambiente) y un
tratamiento con temperatura controlada (12 + 1°C), por cada origen, con cinco réplicas
cada uno. Los resultados de este experimento demostraron la variabilidad que producen
las temperaturas, entre los 13 a 19 °C, en la sobrevivencia total y en e crecimiento de la
larva de “puye’ diadromico. La calidad ova — larva, medida con los estandares de
incubacion y de cultivo larval mostré que los grupos silvestres Toltén, Faja Maisan y F4,
fueron los que obtuvieron buenos resultados en la incubacion (>70 % eclosion) y en los
primeros 15 dias de cultivo (> 80 % sobrevivencia), el grupo hormonal, en cambio, obtuvo
resultados inferiores (< 80 % sobrevivencia), a los demas grupos en los primeros 15 dias
de alltivo. El crecimiento (SGR), fue similar entre los grupos silvestres Toltén, Faja
Maisan y F4 (1,4 — 1,6 %/dia), pero la longitud inicial marco la diferencia entre estos
grupos, siendo las larvas de mayor longitud al eclosionar y a los 15 dias las pertenecientes
aF4 (78 £ 0,4 mm) y Faja Maisan (7,6 £ 0,4 mm). Conclusiones. Por medio de este
experimento se determind que la temperatura de cultivo, tiene un efecto directo, en la
sobrevivencia y crecimiento, por lo tanto debe ser controlada. Por medio de un método

estandar de cultivo es posible evaluar la calidad ova-larva.

Palabras claves: Galaxias maculatus, calidad ova-larva, temperatura, método estandar de cultivo.



Abstract

In culture of "puye" Galaxias maculatus), the results of cultivation methods have been
variable, not comparable because didn't have a standard cultivation method for egg-larvae
quality evaluation. To determine the effect of the temperature in survival and growth of
"puye' larvae, a standard method of culture was designed that maintained constant water
temperature (12 £ 1 °C), pond color, salinity, density, lighting and feeding (dose -
frequency). This allowed that different stumps of diadromic” puye' were evaluated (eggs
and larvae of the following origins: broodstock induced with hormones, of broodstock of
third generation in captivity, of wild broodstock of “barra rio Toltén” and of broodstock
in Faja Maisan conditioned), for first 15 days of cultivation, taking like base the resultsin
incubation (standardized humidity system). To proven variable temperature effect, in the
survival and growth, to 30 days of cultivation. Sayed a control of variable environmental
temperature and treatment with controlled temperature (12 + 1°C), for each origin, with
five samples each one. The results of this experiment demonstrated the variability that
produced by temperatures, among the 13 to 19 °C, in the total survival and growth of
diadromic "puye" larvae. The quality egg - larvae, measure with incubation standards and
larval cultivation parameters showed the wild groups Toltén, Faja Maisan and F4, those
that obtained good results in incubation (>70% appearance) and on first 15 days of
cultivation (> 80% survival), the hormonal group, obtained inferior results (<80%
survival), to the other groups in first 15 days of cultivation. The growth (SGR), it was
similar among the wild groups Toltén, Faja Maisan and F4 (1,4 - 1,6% /day), but the initial
longitude marked the difference among these groups, being the larvae of more longitude to
eclosion and the 15 days those belonging to F4 (7,8 £ 0,4 mm) and Faja Maisan (7,6 + 0,4
mm). Conclusions, by means of this experiment were determined that cultivation
temperature, has a direct effect, in the survival and growth, therefore it should be
controlled. By neans of a standard method of cultivation is possible evaluate the egg-

larvae quality.

Keywords: Galaxias maculatus egg — larvae quality, temperature, standar culture method.



1. Introduccion

Se estima que producto de la utilizacion de alimentos extruidos para salmones, en el cultivo
de reproductores de G. maculatus, se producen ovas que no tienen la misma calidad que en
ovas generadas desde individuos silvestres, y se origina una gran variabilidad en este
aspecto. Esto es producto que los cultivos larvales se realizan en invierno o en verano sin
control de la temperatura de cultivo, salinidad, color estanque y luminosidad, haciendo que
los resultados no sean comparables. En estas condiciones no se puede evaluar la calidad de
la ova, medida, como rendimiento larva durante la primera etapa de cultivo.

(Sobrevivenciay crecimiento).

Se ha estandarizado el méodo de incubacién de ovas del “puye’ diadrémico, en sistemas
de incubacién en un medio himedo (no sumergido) a 10 °C, pero los resultados de este
estandar no se han evaluado en relacion a la larva eclosionada, con un método estandar de
cultivo larvario. Es por esto, que se debe estandarizar un método de cultivo larval, para
medir la calidad de ova — larva como consecuencia de un buen o mal resultado en

incubacion.

La calidad de la ova se define por las caracteristicas que debe tener la ova para determinar
su ata capacidad de sobrevivencia y viabilidad. Esta debe ser evaluada en los estadios
tempranos de desarrollo, permitiendo eliminar a tiempo los embriones no viables y
optimizar la apacidad del hatchery (Bromage, 1995). Ademas, desde € punto de vista
econdmico, es muy importante medir efectivamente la calidad de la produccién o mas
tempranamente que sea posible por medio de adecuados procedimientos de evaluacion.

(Planas. & Cunha, 1999). Es por esto que se deben definir limites estdndar razonables para



continuar o no una produccion de ovas de G. maculatus, es decir, limites de aceptacion para
los porcentajes de fertilizacion, ova 0jo y eclosion, como ademés los porcentges

sobrevivencia durante los primeros dias de vida de las larvas.

Se consideran huevos de calidad aquellos que se distinguen por atos porcentges de
supervivencia durante incubacion y eclosidn, asi como las caracteristicas de las larvas que
han dado Iugar, especidmente referido a su estado fisico y rapidez de

crecimiento.(Blanco,1995).

La formacion del huevo, la aparicion del coridn, y de gotas lipidicas, son caracteristicas que
se relacionan con la calidad. El porcentgje de fertilizacion es un buen indice de calidad en
especies marinas como en salmonideos. Una buena correlacion entre el porcentgje
fertilizacion y el porcentgje ova con o0jo demostraria ovas de buena calidad. (Bromage,
1995). Los porcentajes de fertilidad obtenidos en €l “puye” (G. maculatus), se encuentran
arededor del 90%, dependiendo de la calidad de la ova y del semen (Vadebenito et al,

1999).

Entre otros factores que se relacionan con la calidad de la ovaestan: la nutricion y genética
de reproductores, las condiciones de incubacion la composicidn quimicay la colonizacion

microbiana, de acuerdo alo informado por Bromage (1995).

Cuando se cultiva una nueva especie con caracter comercial, es importante determinar las
condiciones Optimas para € crecimiento y sobrevivencia por cada etapa a lo largo de su

vida pero, quizés lo més crucial es determinar las condiciones ideales para las etapas



tempranas de las larvas, como es su sobrevivenciay crecimiento (Bidwell & Howell, 2001).
El desconocimiento de las condiciones éptimas de cultivo y de la conducta larvaria
congtituye una dificultad importante para evaluar la calidad de los primeros estados de
desarrallo larva en la ausencia de una tecnologia adecuada e cultivo (Planas & Cunha,
1999). El resultado que se esperaria obtener al desarrollar una tecnologia de cultivo de los

reproductores G. maculatus seria la obtencion de ovasy larvas de calidad.

Pocos son los métodos que existen para evaluar la calidad o viabilidad de las larvas de los
peces marinos. Existen diferentes métodos de tolerancia de los animales a condiciones
extremas. Las pruebas se basan sobre supuestos de la fragilidad del pez su débil tolerancia
aun tratamiento, 1o que provoca necesariamente su muerte. Algunas de estas pruebas son
cambios a salinidad extrema, exposicién al aire y tenmperatura. (Karlsen & Mangor-Jensen,
2001). Planas & Cunha, (1999), han informado sobre la evaluacion de la calidad larval
frente a la exposicion de bacterias (Vibrio sp.) en larvas de “turbot”, evaluando la

sensibilidad a impacto o la patogenidad de esta.

Producir ovas de calidad y medir e rendimiento larval, durante los primeros 15 dias,
tomando como pardmetros de calidad € crecimiento y la sobrevivencia, ademas de los
parametros establecidos en la evauacion de la cadidad de la ova. (Porcentaje de
fertilizacién, porcentaje ova ojo y € porcentaje de eclosion), permitiria certificar que las
ovas producidas por un método estandar de incubacidon y evaluadas con un método

estandar de cultivo, sean de buena o mala calidad.



2. Antecedentes Bibliogr aficos

Biologia del Puye.
El “puye’, Galaxias maculatus (Jenyns, 1842), es un pez del orden osmeriforme de la
familia Galaxiidae, con una distribucion circunscrita a los extremos del hemisferio sur:
Australia, Nueva Zelanda, Tasmania, Peninsula del Cabo en Sudafrica y cono sur de
Sudamérica en Argentina 'y Chile (Campos, 1970). Este pez puede habitar areas donde la
salinidad fluctia desde oligohalinas hasta polihalinas, es decir, zonas de baja salinidad de
caracteristicas dulceacuicolas hasta zonas de alta salinidad de caracteristicas estuariales o
marinas (Mc Dowall, 1988). En estas &reas es posible encontrar adultos, juveniles y larvas
de poblaciones diadromicas, que migran regularmente entre aguas dulce y marina para
cumplir su ciclo de vida. En el mar se encuentran larvas'y juveniles cristalinos diadrémicos.
(Mc Dowall y Robertson, 1975). Vega R., en comunicacion personal define a este pez
como eurioico (amplia tolerancia a distintos habitats), ya que puede vivir ensalinidades que

van desde O g/l - 35 g/l y temperaturas que oscilan entre 4 — 25°C.

Los individuos retornantes del mar, donde han permanecido entre 4 a 6 meses, alcanzan
tallas de 4 a7 cm. de longitud total y un peso de 0,3 a 0,35 gr. Una vez en agua dulce, las
post-larvas cristalinas comienzan a pigmentarse hasta llegar a convertirse en individuos
adultos, los cuales a cabo de un afio de su nacimiento alcanzan la primera maduracion
gonadal. (Mc. Dowall, 1988; Mitchell 1989; Barile, et al, 2003). Las poblaciones de agua
dulce y estuarinas, presentan un marcado pico de desoves a fines de invierno e inicio de la
primavera, y otro, al término del verano. (Vadebenito et al, 1999). Normamente estos

individuos desovan en la marea mas alta producida en el estuario; aunque algunos



individuos pueden desovar en zonas de agua dulce. Los desoves masivos se producen en
otofio a temperaturas aproximadas a los 10°C, la cua seria la temperatura gptima natural
aparentemente. (Benzie, 1968; Mitchell,. 1989; Barile, et al, 2003). Al desovar las
salinidades pueden variar de 0 g/l a 35 g/l, por ende los huevos se pueden desarrollar en
esta amplia gama de salinidades. Un rasgo distintivo de este pez es que la hembra adhiere
los huevos entre la vegetacion terrestre aprovechando la marea ata, definido asi por la
periodicidad lunar en la migracion y desove de los peces adultos. Los huevos se mantienen
himedos por la atmosfera producida dentro de la vegetacion pudiendo sobrevivir durante
Sei's semanas sin re-inmersion. Después de este tiempo, 1os huevos eclosionan cuando son
nuevamente recubiertos por e agua, de esta forma las larvas van inmediatamente al mar

arrastradas por la corriente. (MC Dowall, 1988).

Las Unicas experiencias conducentes al desarrollo de una tecnologia productiva comercial,
se lleva a cabo en Chile por un equipo de investigadores de la Universidad Catdlica de
Temuco, los que se encuentran desarrollando un sistema de cultivo en donde la gereracion
de reproductores y larvicultura se realiza en estanques de tierra y/o en sistemas intensivos

de produccion (Barile, et al, 2003).

En condiciones de cultivo experimental, se determind que €l “puye’ es una especie
iterOpara dioica, que presenta varios eventos reproductivos a lo largo de su vida con
diferenciacion sexual, realiza dos desoves por temporada (invierno-primavera), de manera
parcia durante un periodo de entre 10 a 60 dias . (Campos, 1970; Valdebenito et al, 1999;

Valdebenito & Vega, 2003).



Se ha caracterizado de forma macroscopica el estado de madurez en G. maculatus
(Vadebenito & Vega, 2003), dado por:

Virginales (V): Ejemplares que o presentan sefiales visibles de maduracion.

Madurez Inicial (M1-H1): Las hembras (H) poseen huevos peguefios de color amarillo
griséceo, identificables por latransparencia del poro genital. En los machos (M), es posible
identificar por transparencia un testiculo rudimentario de color plateado, €l semen es escaso
y muy denso.

Madurez Media (M2-H2): Las hembras poseen huevos de mayor tamafio, formando
hileras de huevos hacia la region posterior. Los machos, muestran un abultamiento de la
region abdominal hasta el borde del poro genital, € semen es poco abundante y espeso.
Madurez Maxima (M 3-H3): Los g emplares hembras presentan €l abdomen distendido y
el poro genital muy dilatado; los huevos son transparentes y estén sueltos en la cavidad
abdominal y pueden ser liberados con suaves masajes abdominales. Los machos, presentan
el abdomen y testiculos muy abultados, el semen sale facilmente mediante una leve presion
en laregion abdomina y se caracteriza por ser blanco y fluido.

Reabsorcion (R): En hembras el abdomen esta poco desarrollado, con texturas, formas y
colores irregulares. Los machos, presentan abdomen abultado y plateado, pero sin salida de

gametos maduros.

En laboratorio se ha estandarizado la secuencia del desarrollo embrionario de Galaxias
maculatus. Ensintesis, seis horas después de la fertilizacion a unatemperatura de 10 °C, se
puede calcular € porcentaje de fertilizacién, momento en el cual el espacio perivitelino esta

totalmente desarrollado y se puede observar 1os dos primeros blastomeros. A las 400 horas,



a una temperatura de incubacion de 10°C, es posible calcular € porcentagje de ova con 0jo.
En esta etapa |os 0jos estén intensamente negros y las gotas lipidicas se han fusionado. A
las 720 horas, aproximadamente, a 10°C el embrion eda en condiciones de eclosionar,
siendo auxiliada su salida por medio de shocks térmicos, luminicos y mecanicos. (Benzie,

1968; Mitchell, 1989; Barile et al, 2003).

De esta manera, imitando las condiciones de la naturaleza, en la disposicion de los huevos,
se determind que las ovas con escasa, 0 ausencia de agua (método himedo), continua su
desarrollo normal, obtenierdo mayores sobrevivencias embrionarias, frente a método
sumergido, ademéas, el método himedo permite la automatizacion del proceso de cosecha,
hace posible el control de b temperatura, humedad; optimiza la manipulacion sobre el
desarrollo del proceso, e impide la propagacion de las bacterias que utilizan como vehiculo
el agua, disminuyendo de esta manera la contaminacion horizontal de las ovas.(Barile,
1999)

Lalarvarecién eclosionada, posee unalongitud total de aproximadamente 6,4 + 0,5 mm. Se
desplaza nadando por la superficie del agua y cerca de las paredes del estanque. Sus
movimientos son arménicos y activos, presentando fototactismo positivo, es decir, sedirige

hacialaluz que exista en algun extremo del estanque. (Mitchell, 1989; Barile et al, 2003).

Larvicultura.
La operacion eficiente en un hatchery depende de innumerables factores. Dentro de estos
esta la eleccion de un sitio adecuado, caracteristicas del suelo, calidad del agua, adecuado
disefio, estructuras del suministro de agua, y tratamiento del efluente del hatchery. (Piper et

al, 1982).



Lalarvicultura intensiva siempre se hallevado a cabo en ambientes controlados, puesto que
estos organismos requieren de cuidados especificos, como el control microbiano,
estrategias de alimentacion, luz, color del estanque, entre otros. Todo esto se debe a que las
larvas son organismos frégiles, pequefios y cuentan con una fisiologia poco desarrollada.*

Bernabé (1991), considera a la larvicultura g ecutada en cubetas, con un control integral de
la alimentacion, temperatura, luz y calidad del agua, como sumamente dependiente de la

condiciones de este medio.

Factores Ambientales y Alimento Larval

Salinidad

La mayoria de los peces solo toleran salinidades similares a aquellas en la que residen. Sin
embargo, hay algunas especies capaces de sobrevivir en un amplio rango de salinidades, las
gue se denominan eurihalinas (Calderer, A. 2001), donde se incluye € “puye” diadromico.
Los rangos de salinidad a los que pueden ser expuestos los juveniles de “puye’ diadrémico
en cautiverio varian entre 5 g/l hasta 25 g¢/l, permitiendo prevenir enfermedades
ectoparasitarias del aguadulce. (Vegaet al, 1993). La salinidad éptima de cultivo esta entre
los10 g/l y 15 g/l. (Bérquez A. & DantagnanP. et al, 1999). En el bioensayo que se basa
esta investigacion se utilizard 10 g/l de salinidad, coincidiendo con la salinidad utilizada en

ensayos anteriores.

1Referencia Electrénica: Sitio Oficial de la FAO:

http://www.fao.org/docrep/003/w37 32e/w3732e00.htm
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2. Antecedentes Bibliogréficos

Temperatura

Cada especie tiene un rango de tolerancia de temperatura del agua, pero también requieren
de temperaturas Optimas para su crecimiento y reproduccion Las temperaturas Optimas
producen & méximo crecimiento del pez. Muchas de las operaciones de un hatchery
dependen del conocimiento detallado de cada temperatura influyente en cada etapa
productiva. (Piper et al, 1982).

Ademés, Calderer, (2001), enuncia que la temperatura idénea para un crecimiento més
rapido es la que permite la reduccién del tiempo productivo y una meor eficacia
alimenticia, con €l consiguiente ahorro en alimento.

Latemperatura Optima natural utilizada en € cultivo larval del “puye’ fluctiaentrelos 12 'y
15 °C, (Mitchell, 1989), utilizandose en este bioensayo la temperatura de 12° C y no una

temperatura mas alta para evitar la proliferacion de enfermedades bacterianas.

Luminosidad y Contraste con el medio

Otro factor es e contraste con & medio que puedan presentar las presas que sirven de
alimentos a las larvas, las que son cazadoras visuales. Por ello, en determinadas especies se
obtienen mayores sobrevivencias en estanques de paredes negras que en otras de
coloraciones més claras, pues en €l primer caso lalocalizacion de la presa es més eficiente.
(Ostrowski, 1989, citado por Cardona, 1993). En € cultivo del “turbot”, la coloracion negra
del estanque tiene un efecto positivo en la sobrevivenciay crecimiento de las larvas frente a
lacoloracion blanca (Howell, 1979, citado por Liewes,1984).

La decision de utilizar estanques negros generamente se adopta por la ata mortalidad
observada en estangues de color blanco. Aun no hay estudios sobre e meor color para un

estanque de larvas de “puye’, de acuerdo a lo comentado por Vega R., en conversacion
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2. Antecedentes Bibliogréficos

persona. Probablemente los estanques negros son los mejores para reproducir las
condiciones de luminosidad natural. Los estanques blancos serian una trampa fototéctica
para las larvas, por la atraccion constante hacia las paredes y la nulidad del contraste de la
presa. En este sentido, las larvas criadas en estanques de color negro se ven beneficiadas en
crecimiento y sobrevivencia, lo que se enlaza positivamente con las condiciones

nutricionales. (Planas & Cunha, 1999).

Alimento Vivo y Calidad del Alimento

Uno de los retos més importantes que tiene actualmente la acuicultura marina es la
alimentacion de las larvas y post-larvas. Durante los primeros dias de vida, las larvas se
alimentan basicamente de las reservas amacenadas en e saco vitelino, representada por
una gota lipidica presente en la region abdominal. (Cardona ,1993). Las larvas de G.
maculatus, eclosionan con una pequefia reserva vitelina que dura arededor de 5 — 7 dias, a
una temperatura de 13 °C, lo que le permite sobrevivir entre los 15 — 18 dias. La larva nace
con la boca funcional y desde su eclosion posee una conducta de busgqueda del alimento.
(Dantagnan et al, 1995; Dantagnan et al, 2002).

En & medio natural, la totalidad de las larvas de peces marinos son zooplanctéfagos, con
independencia en su alimentacion siendo sus principales presas copépodos y copepoditos
como, también, presas de menores tamafos: rotiferos, ciliados y larvas de moluscos. Su
captura es siempre individual, sin que exista en ninglin caso una filtracion del medio (Bone
& Marshall, 1982, citado por Cardona, 1993).

Las microalgas son una importante fuente intermediaria de alimentacion, como una forma
indirecta de enriquecer nutritivamente a aquellas especies de produccién masiva como

peces, crustéceos y moluscos que suelen ser granimportancia econémica.



2. Antecedentes Bibliogréficos

Las principales variables a considerar en el cultivo algal son principalmente el entorno
fisico (temperatura, luz y agitacion), y e entorno quimico (esterilizacion, sales mineraes,
CO2, pH y lasdlinidad). (Barnabé, 1991).

Para este caso, la alimentacion sblo tendra como finalidad mantener vivas alas larvas 'y en
ningun caso se estara midiendo su eficacia nutricional como alimento.

Su administracion serd por via rotiferos de la especie Brachiounus plicatilis, debido a que
estos organismos presentan tamafios adecuados para la alimentacion larval. A ello se suma
su facil cultivo y rapida reproduccion Ademas, que su valor nutritivo es enriquecido por la

microalga de la especie Nannochloropsis sp.
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3. Justificacion

La finalidad de estandarizar un método que mida la cdidad de las ovas y larvas es para
proporcionar la informacion necesaria que debiera tener un acuicultor a la hora de evaluar
cepas de G. maculatus diadrémico con fines productivos, desde la fertilizacion hasta los
primeros 15 dias de alimentacion.

En los ensayos anteriores la temperatura no era controlada lo que repercutia en las pequefias
reservas vitelinas y en la calidad del agua. Esto se debe a que los cultivos se realizan en
diferentes épocas del afio donde las temperaturas tienen un ato rango de variabilidad entre
invierno y verano. Por esto, es necesario determinar S |a temperatura del medio de cultivo
repercute en la sobrevivenciay crecimiento larval del “puye’, asi como, evaluar diferentes
cepas de G maculatus diadromico, desde la fertilizacion a los primeros 15 dias de cultivo,

en un ambiente estandar.

Se hace indispensable disefiar y probar un método estandar € cua considere una

temperatura constante, color de estanque, salinidad, alimentacion y luminosidad para

evauar lacalidad larval ddl “puye’ G. maculatus.
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4. Objetivos

4.1.0bjetivo general

Disefio de un método estdndar de cultivo para evaluar la calidad de ova - larva de

Galaxias maculatus (Jenyns, 1842).

4.1.1. Objetivos especificos

- Disefiar y probar un método estandar para medir la calidad de larvas de
Galaxias maculatus (Jenyns, 1842).

- Comprobar, que las condiciones de cultivo larval no controladas, producen
variabilidad en los resultados (sobrevivencia y crecimiento)

- Evaluar la cdlidad de ova - larva de diferentes origenes de cultivo, en

sobrevivencia y crecimiento.
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5. Hipdtesis

5.1. Sobrevivencia larval entre tratamientos.

Ho: La sobrevivencia larval a una temperatura constante (Tratamiento), no presenta
diferencias significativas con respecto al Control de temperatura variable.

Ha La sobrevivencia larval presenta diferencias significativas a una temperatura constante

(Tratamiento), con respecto al grupo Control de temperatura variable.

5.2.Crecimiento larval entre tratamientos.

Ho: El Crecimiento larval a una temperatura constante (Tratamiento), no presenta
diferencias significativas con respecto a grupo control de temperatura variable hasta la
cuarta semana de cultivo

Ha El crecimiento larval presenta diferencias significativas a una temperatura constante
(Tratamiento), con respecto a grupo control de temperatura variable hasta la cuarta semana

de cultivo.

5.3. Calidad larval segun origen.

Ho: La cdidad larval (Sobrevivencia y Crecimiento), no presenta una diferencia
significativa con respecto a origen de sus reproductores a la segunda semana de cultivo a
temperatura controlada.

Ha La calidad larval (Sobrevivenciay Crecimiento), presenta una diferencia significativa
con respecto a origen de sus reproductores a la segunda semana de cultivo a temperatura

controlada.
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6. Material y Méodo

6.1. Lotes Experimentales

Para la realizacion de los experimentos, se contd con ovas y semen de reproductores de

“puye” diadromico de los siguientes origenes y en las siguientes fechas* :
Ovas de reproductores inducidos a desove a través de hormonas (Lh-Rh), en la
Escuela de Acuicultura de la Universidad Catdlica de Temuco?, alimentados con
pellets de salmon, crumble 1, crumble 2, (Biomar-ecoline). (4-Septiembre-2003)
Reproductores (M2-H2) capturados en la barra del rio Toltén acondicionados
durante un mes hasta la méxima maduracion (M3-H3) en la Escuela de Acuicultura
de la UCT, dimentados con pana de vacuno (dos semanas) y pellets (Biomar-
ecoline) (dos semanas). (13-Noviembre-2003).
Reproductores (M3-H3) acondicionados en la Faja Maisan proveniertes de la barra
del rio Toltén aimentados de forma mixta (Alimento vivo + pellets).(27-
Noviembre-2003)
Reproductores F3 (Tercera generacion en cautiverio) (M3-H3) acondicionados en la
Faa Faisan y dimentados de forma mixta (Alimento vivo + pellets). (27-

Noviembre-2003)

2 Ladosis hormonal utilizada en los reproductores se desconoce, por ser parte de otro experimento.
* Fechade desovey fertilizacién de los gametos.
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6.2.Diseflo del método estandarizado para medir la calidad ova-larva.

La calidad larval es medida en este méodo, mediante la sobrevivencia y crecimiento
durante los primeros 15 dias, de primera alimentacion). Se extendié por 30 das para
obtener mayor informacion sobre la técnica de cultivo.

El método estandarizado para medir la calidad de ovas y larvas se describe a continuacion:

6.2.1.Desove y Fertilizacion

Desove y Fertilizacion: Se redliza siguiendo € protocolo establecido para G.

maculatus:
Las hembras plenamente maduras (H3), son puestas en una solucion de anestésico (BZ —
20, en una concentracion de 2 ml/10 |.) hasta su aletargamiento, luego son lavadas y
secadas, y por medio de pequefios masajes abdominales comienza la extracciéon de sus
ovas, los cuales se depositan en placas Petri previamente enumeradas. Con 3 gjemplares
machos plenamente maduros (M3), por cada 10 hembras (H3), se sigue € mismo
procedimiento anterior, pero, con la diferencia de que e semen es mezclado con € fin de
generar un pool genético. Posteriormente, por cada placa Petri enumerada, se le adiciona
una solucién de semen con agua dulce (aproximadamente 2 ml de semen en 1000 ml de
agua). Esta se mantiene por cinco minutos. Luego de este tiempo se recambia el aguay se
debe esperar veinte minutos para que las ovas se hidraten antes de traspasarlas a las cunas

de incubacion, previamente etiquetadas.
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6.2.2. Estandar delncubacion.
La incubacion se realizé en sala de incubacion de la Universidad Catdlica de Temuco,

donde se mantuvo la temperatura alrededor delos 10+ 1 °C.

La incubacion de ovas de G. maculatus diadromicos se realiza en incubadoras apilables
(produccion masiva) o en placas Petri (tipo experimental) con cunas adaptadas para

muestras pequefias. (Figura. 1)

Figura 1: Placa Petri con cuna incubadora.

Temperatura de incubacion La temperatura 6ptima a la cual se martienen las

ovas para un buen desarrollo del embrion corresponde aproximadamente a 10
°C.

Luz Sin luminosidad.
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6.2.3. Mediciones Asociadas al Control de Calidad en Ovas

Porcentaje de fertilizacion: Este porcentagje se obtiene a partir de la observacion

bajo lupa del primer clivge de una muestra de 50 ovas al azar, a partir de las 6
horas después de la fertilizacion. El porcentaje de fertilizacion> 70 % (Buena
calidad), se estandariza como aceptable para continuar la incubacion.

*
%Fertilizacion = 000

Donde:

n = Numero de ovas formando o finalizando & primer clivage.

N = Cantidad total 0 muestra representativa de ovas.

Porcentaje Ovas con Ojo: Este parametro se calcula a partir del momento en que

los embriones pigmentan bien sus ojos, tomando una muestra de 50 ovas a azar,
las que se observan bajo lupa. El porcentaje de ovaojo > 70 % (Buena calidad),
se estandariza como aceptable para continuar la incubacion.

%0va Ojo = n*100

Donde:

n = NUmero de ovas con 0j0

N = Cantidad total 0 muestra representativa de ovas.

Porcentaje de Eclosion: Esta dado por € nimero de larvas eclosionadas hasta €

tercer dia, a partir del total de ovas por placa puesta en eclosion.(Shocks Térmico,
Luminico y Mecanico). El porcentaje de eclosion > 80 % (Buena calidad), se

estandariza como aceptable.
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. n
% Eclosién = —=* 100

t
ne= NUmero de larvas eclosionadas hasta el tercer dia.

N = NUumero total de ovas de la placa puesta en eclosion.

6.2.4. Manejo técnico durante la incubacion
Aspersion con agua sadlada a 10 g/l tres veces a dia, para mantener las ovas
humedecidas y evitar |a aparicién de hongos.
Extraccion de ovas muertas después de haber obtenido el porcentaje de
fertilizacion, ovaojo y shocking.
Seguimiento periddico de las UTA (Unidades Térmicas Acumuladas), para cada

etapa de desarrollo (ova 0jo, eclosion).

6.1.5. Condiciones estandar del cultivo larval

La larvicultura se redizé en la Escuela de Acuicultura de la Universidad Catdlica de
Temuco, la que cuenta con un Laboratorio de Microalgas, un Laboratorio parael cultivo de
Rotiferos, red de oxigenacion y electricidad, agua de mar y agua de zo, y un equipo

enfriador que permitié mantener una temperatura relativamente constante del agua

Tipo de estanque: Estanque negro de 1 litro. de capacidad.

Densidad de cultivo: 30 larvas por litro

Temperatura (°C): Latemperatura que se estandarizo para € cultivo larval de G.

maculatus corresponde a 12°C, mediante un equipo enfriador.
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Sdinidad (g/l): La salinidad del agua de cultivo para esta etapa corresponde a
10 g/l

Sistema de cultivo: Flujo cerrado con aireacion constante con renovacion total

cada siete dias.

Medio de cultivo®: Mezcla (10 g/1) de agua mar filtrada (10 pm) y agua pozo.

Luz: En esta etapa las larvas son iluminadas con la finaidad de reforzar la
captura del alimento. El régimen de luz comienza con la aimentacion y tiene
una duracion de seis horas sobre la luz del ambiente para no intervenir en e

fotoperiodo natural.

Alimentacion larval: A partir de la eclosion se aimenta con rotiferos de la

especie B. plicatilis enriquecidos con Nannochloropsis oculata, una vez a dia
La concentracion va en aumento de una semana a otra, como se muestra a
continuaci on:

1°Semana : 5 rot/ml

2° Semana : 10 rot/ml

3°Semana : 15rot/ml

4° Semana : 20 rot/ml

Duraciéon 30 dias

3 Esterilizar , el medio de cultivo serfael procedimiento indicado, es pertinente agregarlo ala metodologia



6.2.6. M ediciones asociadas al Control de Calidad en larvicultura.

Al final de cada semana de cultivo, las larvas fueron ser sifoneadas y traspasadas a un vaso
precipitado de 1 litro de color negro. Las cubetas fueron lavadasy se renové el agua a 10
g/l, ademas se evaluaron | os siguientes parametros.

Medicion del saco vitelino: En el momento de la eclosién se capturan al azar 10

larvas, y se procede a medir € saco vitelino por medio de un ocular
micrométrico montado en el microscopio.

Longitud: Al eclosionar y a final de cada semana de cultivo las larvas de
“puye’ deben ser medidas en su longitud total en milimetros con un pie de
metro digital tomando 10 larvas a azar.

indice de Crecimiento (SGR): Se cacula a fina del bioensayo (30 dias), para

obtener €l porcentgje de incremento diario (%/d) en longitud de las larvas de

“puye’.
GR (%/d) = w* 100
Donde:
L, = Longitud promedio fina (mm) alos 30 dias
L, = longitud promedio inicial (mm) (Dia 0)
t = Tiempo en dias. (30 dias)

Porcentaje de Sobrevivencia Total: Al final de cada semana de cultivo se

contaron las larvas vivas por cada cubeta de cultivo y de estaforma se calcul 6 €l
porcentaje de sobrevivencia

% Sobrevivencia = n*100
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Donde:

n= Numero de larvas vivas d finadlizar € periodo experimental.
El porcentaje de sobrevivencia que se estandariz6 como aceptable (buena calidad),
corresponde a

1° semana: >90 % sobrevivencia larval

Calidad ova-larva

2° semana; >80 % sobrevivencia larval

3° semana >65 % sobrevivencia larva

4° Semana: >60 % sobrevivencialarval, Téc. Cultivo

luego de aplicado la prueba de sobrevivenciaal estrés.

Porcentgje de sobrevivencia al estrés: Al cumplir la cuarta semana de cultivo, y

antes de evaluar la sobrevivencia larval, estas se someten a una prueba de
resistencia a la exposicion a aire, la cua consiste en dgjar en seco a las larvas
sobrevivientes por treinta segundos para luego devolverlas a estanque.

Transcurrida una hora se evalUa susobrevivencia

Ni- Nf

Ni

% Sobrevivenciaal estrés = *100

Donde:

Ni = NUmero inicial delarvas.

Nf = NUmero de larvas sobrevivientes después de una hora.
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6.2.7. Manejo técnico durante la larvicultura

Alimentacion _larval: La aimentacion larval es por medio de rotiferos

enriquecidos con Nannochloropsis oculata, con la frecuencia y dosis descrita
anteriormente.

Cultivo de rotiferos: Se debe mantener un cultivo rotiferos, alimentados con

levadura de pan proceso paralelo a la incubacion para mantener un stock de
aimento constante durante la larvicultura.

Cultivo de Nannochloropsis: Ademas dd cultivo de rotiferos se debe iniciar un

cultivo de microalgas para enriquecer a los rotiferos antes de ser administrados
como alimento vivo.

Registro y control de la temperaturas Se debe llevar un registro de la

temperatura diaria, tomada tres veces al dia, con €l fin de calcular latemperatura
promedio de cada dia y la cantidad de Unidades Térmicas Acumuladas (UTA),
para cada semana de cultivo.

Control del flujo de aire: Verificar e correcto funcionamiento de los difusores

paraevitar la alta turbulencia.

Disponibilidad de agua para € cultivo: Al término de cada semana se debe

contar con la cantidad de agua de renovacion a la concentracion sdina y
temperatura correspondiente.

Higienizacion de cubetas: Desinfeccion semanal de las cubetas de cultivo con

una solucién al 0,1 % de lodoforo y lavado posterior con abundante agua para

evitar residuos venenosos.
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6.2.8. Cultivo de Rotiferos.

Los rotiferos antes de ser utilizados como aimento enriquecido se mantuvieron en
estanques conicos de 60 litros alimentados con levadura de pan (25-35 g), dependiendo de
la densidad de rotiferos por estanque.(Figura 2). Una vez a la semana se renovo € agua de
mar (35 g/l) y se dimentaron con una mezcla (8 litros, 50/50) de microagas
Nannochloropsis oculata e I sochrysis galbana para favorecer solo su reproduccion

El procedimiento previo a enriquecimiento con microalgas consistio en sacar 1 litro de
rotiferos de su estanque de cultivo a una densidad que oscilaba entre los 230 a 550 rot/ml,
los cuales fueron depositados en un vaso precipitado de 1000 ml. y tamizados a 52 pm para
limpiarlos de restos de levadura y posibles protozoos. Posteriormente, se concentraron en
500 ml. de agua de mar filtrada (10 um), en un vaso precipitado de 1000 ml, y se procedié
a enriquecer con microalgas durante 24 horas con aireacion constante a mediana
turbulencia, para ello se utilizd 50 ml de microalgas, correspondiendo a 10 % del volumen
total derotiferos.

Pasado el tiempo de enriquecimiento, los rotiferos fueron lavados y tamizados a 52 pmy

concentrados en 500 ml de agua a 10 g/l, quedando listos para ser entregados a las larvas.

I

Figura 2: Cultivo de Rotifer os, en estanquesde 60 litr os.
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6.2.9.Cultivo de Microalgas

El cultivo de Nannochloropsis oculata, se realiz6 en el Laboratorio de Microalgas de la
Escuela de Acuicultura de la Universidad Catolica de Temuco, con los procedimientos
estandares establecidos, a cargo del personal técnico de este laboratorio.

El cultivo de microalgas consiste en la inoculacion de la microalga que se desea masificar
en matraces (250—-1000 ml), junto con la adicion de un medio de cultivo (F/2 Guillard con
agua de mar filtraday autoclavada), en unarelacion 1:9.

A suvez, las microalgas se masifican en mangas de polietileno transparentes de 15 litros de
capacidad, con agua de mar fertilizada con BAYFOLAN (producto comercial), esterilizada
con hipoclorito de sodio y neutralizada con tiosulfato. Las microalgas son iluminadas (luz

fria), aireadas constantementey mantenidas a una temperatura de 20 °C. (Figura 3)

Figura 3: Cultivo de Nannochloropsis oculata, en bolsas de palietileno.
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6.3. Disefios Experimentales.

6.3.1. Disefio experimental para el método de cultivo a Temperatura
variable y estandar de Temperatura Controlada (12 £ 1°C).

Antes de evaluar la calidad larval segin el origen, fue oportuno comprobar que condiciones
no controladas de cultivo larvario, provocan resultados no comparables (sobrevivencia 'y
crecimiento), es por esto, gue se determiné como variable de cultivo la temperatura.

Con el semen y las ovas obtenidas de los reproductores de “puye” diadromico seredizo la

fertilizacion siguiendo e protocolo establecido y la incubacion de las ovas

Despuésdel periodo de incubacién, las larvas eclosionadas fueron puestas en las cubetas de
cultivo larvario en las condiciones antes descritas. Las larvas fueron separadas en un
control y un tratamiento, con cuatro réplicas mas la adicion de otro estanque con la
finalidad de medir lalongitud larval a fina de cada semana, siendo en total cinco réplicas.

Se realizaron cuatro experimentos probando distintas cepas de G. maculatus con desfase de
tiempo, segun la eclosion de las larvas Se midié e efecto de la temperatura (condicién
ambiental no controlada anteriormente), en la sobrevivencia y crecimiento, entre e control

y e tratamiento para cada experimento.

A continuacion se describe cada sistema de cultivo:
a) Control: El grupo control se compone de una estructura en el cua se montan las
cubetas de cultivo, con aireacion constante, luminosidad (60 watts), con
alimentacion una vez a dia segin la dosis descrita anteriormente. Todo a

temperatura ambiental. (Figura .4)
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Figura 4: Estructura de cultivo para el Grupo Control con temperatura variable

b) Tratamiento: Este grupo estuvo constituido por una estructura semi-sumergida
dentro un estanque de mayor tamarfio, donde la temperatura fue constantemente
controladaa 12 + 1 ° C. Las cubetas tuvieron una luminosidad (60 watts), aireacién

constante y con la dosis alimenticia descrita anteriormente. ( Figura 5)

Figura 5: Estructura semi-sumer gida para el grupo tratamiento con temperatura

controlada (12 £1 °C)
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Tanto en e control como en € tratamiento, se cultivaron larvas provenientes de los
distintos origenes, aungque con un desfase de tiempo, dado por la fecha de obtencion de los

gametos.

6.3.2. Disefio experimental para la evaluacion de la calidad ova - larva de
distintos origenes.

Para mmparar la calidad larval para los distintos origenes se relaciond la informacion
obtenida desde el estandar de incubacién seguida por € estandar de cultivo larvario dado
por el grupo tratamiento, en sobrevivencia y crecimiento, para los primeros 15 dias de
cultivo. (Figurab). El estdndar de cultivo (T°, salinidad, alimentacion, color de estanque), y
los esténdares establecidos (buena calidad) para la incubaciény para los primeros 15 dias

de larvicultura hacen posible comparar |os distintos origenes entre si.

Los resultados de las semanas siguientes (3° y 4° semana), solo permitieron evaluar la
calidad de la técnica de cultivo, como método estandar, esta informacion no se analizé

profundamente.

El control de latemperatura, del cultivo larval, se realizd por medio de un enfriador marca
Julabo (1200 watt) el que cuenta con un serpentin que esta sumergido en el estanque de
mayor tamafio que rodean las cubetas de cultivo montadas en su estructura con €l fin de

regular latemperatura, manteniéndolaa 12 + 1°C.



6.4. Analisis Estadistico

El andlisis estadistico, utilizado para evaluar e método de cultivo larvario sin condiciones
controladas frente a estdndar de condiciones controladas, relaciond las medias de
sobrevivenciay crecimiento semanal entre el grupo control y € de tratamiento. Para ello
se estandarizaron los valores porcentuales de mortalidad larval utilizando la operacion
matematica de arcsen(x). Con estos valores se verifico la existencia de una diferencia
significativa entre ambos grupos utilizando para este propésito € andlisis de medias de T-

Student.(Figura 6)

CONTROL TRATAMIENTO

Fd GH L GH Fi

FM BT b ST FM
5 R 5/ PR 5 R

Figura 6 : Relacion de las medias de sobrevivencia y crecimiento entre Control (Temperatura
variable) y Tratamiento (temperatura controlada). GH: Grupo Hormonal; ST: Silvestres

Toltén: F4: Larvascuarta generacion en cautiverio; FM: Grupo Faja Maisan. R: Replicas.

Para evaluar la calidad de |as larvas de distintos origenes, se aplicé un Andlisis de Varianza
de una via (ANOVA) yel Test de Tuckey, cuando correspondia, para interrelacionar bs
medias, de la sobreviverciay crecimiento, para las dos primeras semanas, de cada origen

en e Tratamiento (debido al control de los factores ambientales) para, de esta manera,

31



demostrar la existencia de diferencias significativas en la calidad larval con respecto a su

origen (Figura7)

TRATAMIENTO, (T* CONTROLADA)

GH ST

Figura 7: Relacion entre las medias de sobrevivencia y crecimiento de los distintos origenes,
para evaluar la calidad larval, a los 15 dias de cultivo. GH: Grupo Hormonal; ST: Silvestres

Toltén: F4: Larvas cuarta generacion en cautiverio; FM: Grupo Faja Maisan

El procesamiento estadistico y graficado de los datos se redizd por medio del programa

Estadistico StatMost 3.0 y Excel XP para Windows.
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7. Resultados

7.1 Método de cultivo a Temperatura Ambiental y estdndar de
Temperatura Controlada.

Se realizd un seguimiento semanal de la sobrevivencia larval y del crecimiento de G.
maculatus por cada origen entre el grupo Control, con la temperatura del agua variable por
el ambiente, y €l grupo Tratamiento con la temperatura controlada 12 = 1 °C (con desfase

de tiempo entre origenes), evaluando la diferencia entre éstas d fin de cada semana.

7.1.1. Grupo Hormonal (Eclosion el 4 —Octubre- 2003)

Sobrevivencia

En la segunda semana, se observa una alta fluctuacion en la sobrevivencia del Grupo
Control (62 + 16 %) con 189,3 UTA comparado con & Grupo Tratamiento (75 + 4 %) con
166,7 UTA. Esta variabilidad permite que no exista una diferencia significativa. (P>0,05)
En la tercera semana, la sobrevivencia larval entre el Control (50 £ 10 %) con 286,4 UTA y
el Tratamiento (66 = 8 %) con 251,1 UTA muestra una diferencia significativa (P < 0,05).
La diferencia térmica fue de 1,9 °C entre & Control (13,9 £ 0,8 °C) y € Tratamiento (12 +
0,7 °C). (Tablaly figura 8)

A la cuarta semana, aplicando la prueba de sobrevivencia a estrés, el Control (36 + 7 %)
con 374,4 UTA fue significativamente menor (P < 0,05) a Tratamiento (50,2 = 2 %) con
332,5 UTA. Ladiferenciatérmicafue de 0,8 °C entre el Control (12,4 °C) y €l Tratamiento
(11,9 °C). A mayor temperatura (Control) se observa una menor sobrevivencia. (Tablaly

figura8)



Tabla 1: Resumen de la Temperatura Promedio ddl agua en °C y UTA para cada semana,

Por centaj e de sobrevivencia (S%), Crecimiento (mm) y SGR (%/dia).

Grupo Hormonal

CONTROL TRATAMIENTO

T °C UTA %S Long mm T °C UTA %S Long mm

SO (=) 0 100 6,1+0,5 (=) 0 100 61+05
S1 13,8+0.8 96,8 88 +7" 64+05 | 119+01 83,5 93+9" |61+04
s2 132+ 02 1893 62 + 16 69+05 | 119+02 166,7 75+4 |66+05
S3 13,9+ 0,6 286,4 50+£10° | 74+09" | 120+07 2511 66+8 | 69+06
s4 124+14 374.4 367 79+19 | 116+03 3325 5042 | 74a+05
SGR (%/d) 09 +0.1° 06+ 01"

Sobrevivencia Larval de Puyes del Grupo Hormonal.
Control v/s Tratamiento

100

B 83,5
90 -
© 1 166,7
< 80 251,1
g ] 96,8
-% 70 ]
S g0
(@]
5 0] 332,5
L 50 ]
o 189,3
.E 40 - ]
*E 4 286,4
o 30 1
DE_ b A Control -
20 7] & Tratamiento
10
0 : T : T y T : T
s1 s2 s3 s4

Figura 8: Sobrevivencia larval de G. maculatusy UTA para cada semana (S1-2-S3-4).

Crecimiento

En la segunda semana de cultivo no se observan diferencias significativas (P>0,05) en €l
Crecimiento, entre el Control (6,9 £ 0,5 mm) con 189,3 UTA, y € Tratamiento (6,6 + 0,5
mm) con 166,7 UTA. La diferenciacion (P<0,05) se produce en la cuarta semana de
cultivo, cuando e Control (7,9 £ 1,9 mm) acumulaba 374,4 UTA y e Tratamiento (7,4 +

0,5 mm) alcanzaba las 332,5 UTA, respectivamente. EIl SGR mayor (P<0,05) fue del



Control (0,9 £ 0,1 %/d) que & Tratamiento (0,6 = 0,1 %/d) en un 0,4 %/d. La diferencia
térmicafue de 0,8 °C entre el Control (12,4 £1,4 °C) y € Tratamiento (11,6 £ 0,3 °C). Con

la temperatura mas ata (Control) se generé un mayor crecimiento. (Tablaly Figura9).

Crecimiento Larval de Puyes del Grupo Hormonal

Control v/s Tratamiento

10
- 374,4
9

g —

6

166,7

96,8

mm

5 ]
4
3] A Control

@ Tratamiento

SN 1 <2 SR sS4

Figura 9: Crecimiento larval semanal promedio (mm) de G. maculatus y UTA para cada

semana (S0-S1--3-$4), a partir delalongitud inicial (S0), 6,1 + 0,5 mm.

7.1.2. Grupo Silvestres Toltén (Eclosion el 15 — Diciembre 2003)
Sobrevivencia

La sobrevivencia total larval presenta una apreciable diferencia (P<0,05) en la segunda
semana de cultivo cuando e Control (77 £ 3 %) alcanzo las 232,2 UTA y e Tratamiento
(87 £ 3 %) con 180,4 UTA. En este periodo la diferencia térmica promedio fue de 3,9 °C
entre el Control (15,8 + 0,8 °C) y € Tratamiento (11,9 £ 0,1 °C). A mayor temperatura del
agua (Control) se generé una menor sobrevivencia. (Tabla2 y Figura 10).

A la cuarta semana de cultivo, aplicando la prueba de sobrevivenciaal estrés el Control (42

+ 4 %) con 444,3 UTA fue significativamente menor (P<0,05) a Tratamiento (69 +6 %)
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con 333,4 UTA y con 1,8 %diario de incremento en longitud, con una diferencia de
temperatura de 5,7 °C entre e Control (18,7 £ 1,3 °C) y & Tratamiento (13,0 £ 0,9 °C). A
mayor temperatura del agua (Control) se generé una menor sobrevivencia. (Tabla 2 y

Figura 10).

Tabla 2: Resumen dela Temperatura Promedio del agua en °C y UTA para cada semana,

Por centaj e de sobrevivencia (S%), Crecimiento (mm) y SGR (%/dia)

Grupo Silvestres Toltén
CONTROL TRATAMIENTO

T°C UTA %S Long mm T°C UTA %S Long mm
SO () 0 100 55+04 (=) 0 100 55+04
S1 15,1+ 0,9 105,6 95+ 7" 67+06 | 12,0+0,7 96,1 95+3 | 66+02°
S2 158405 | 2322 77+3° | 74+07° | 1190:01 | 1804 | 87+3" | e=s04"
S3 16,5+ 0,7 314,6 50 4 4° 91+05 | 125+04 241,8 80+3 | 82+04°
S4 18,7 +1,3 4443 42 £4° 95+1,0° | 13,0+0,9 333,4 69+6” | 88+12"

SGR (%/d) 192071 1607

Sobrevivencia Larval de Puyes del Grupo Silvestres Toltén

Control v/s Tratamiento

100

] 96,1
90 180,4
E 105,6 241.8

© 80 3334
(8] u
c
L 70 232,2
= _
5 60 =
3 i
o 50 -_
o 40 314,6
[ _
c i 4443
3] 80 7 A Control
[e]
o 207 & Tratamiento

10

0 T T T T
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Figura 10: Sobrevivencialarval G. maculatusy UTA para cada semana (S1-2-S3-4)



Crecimiento

En la segunda semana se observan notorias diferencias (P<0,05), entre el Control (7,4 £ 0,7
mm) con 232,2 UTA y e Tratamiento (6,5 + 0,9 mm) con 180,4 UTA. La diferencia
térmica fue de 3,9 °C entre e Control (15,8 + 0,5°C) y € Tratamiento (11,9 £ 0,1 °C).
(Tabla5y Figura 11). Lalongitud observada en la cuarta semanaenel grupo Control (11,6
+ 1,3 mm) fue ostensiblemente mayor (P<0,05) al grupo Tratamiento (10,3 £ 1,7 mm). A su
vez, la diferencia térmica fue de 5,7 °C entre € Control (18,7 £ 1,3 °C) y el Tratamiento
(13,0 £ 0,9 °C). El SGR mayor (P<0,05) fue & Control (1,9 £ 0,1 %/d) que & Tratamiento
(1,6 £ 0,2 %/d). A mayor temperatura (Control) se generé un mayor crecimiento. (Tabla2y

Figura11).

Crecimiento Larval de Puyes del Grupo Silvestres Toltén

Control v/s Tratamiento

12
. 4443
10 -
°
3
7 4

mm

6 -
5 -
4 —
2 4 A Control

2 ] — Tratamiento

1 -

SO S1 S2 S3 S4

Figura 11: Crecimiento larval semanal G. maculatusy UTA para cada semana (S0-S1-S2-S3-

), partiendo de una longitud (S0), 5,5 +0,4 mm.
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7.1.3. Grupo F4 (Cuarta generacion en cautiverio, con eclosion el 27 —

Diciembre -2003)

Sobrevivencia

La sobrevivencia larval de este grupo presenta apreciables diferencias (P<0,05) en la
segunda semana de cultivo cuando & Control (73 £ 3 %) acanzaba las 241,2 UTA y €

Tratamiento (84 = 4%) las 177,0 UTA. Las diferencias de temperatura registradas
estuvieron en e rango de 5,4 °C entre e Control (18,4 +1,4 °C) y e Tratamiento (13 + 0,8
°C). A mayor temperatura (Control) se generé una menor sobrevivencia. (Tabla 3y Figura
12).

A la cuarta semana, aplicando la prueba de sobrevivencia al estrés, el Control (30 + 5 %)
con 493 UTA fue significativamente menor (P>0,05), al Tratamiento (64 + 3 %) con 354
UTA. A mayor temperatura (Control) del agua se genera una menor sobrevivencia. (Tabla

3y Figural2).

Tabla 3: Resumen de la Temperatura Promedio del aguaen °C y UTA, para cada semana,

Por centaj e de sobrevivencia (S%), Crecimiento (mm) y SGR (%/dia)

Grupo F4
CONTROL TRATAMIENTO

T °C UTA %S Long mm T °C UTA %S Long mm

SO @) 0 100 6,6+03 () 0 100 6,6+03

S1 16.1+0.6 1125 91+2° | 72406 | 123+04 85.9 92+5 | 69404

S2 18,4 + 1,4 2412 73:3° | 83+00" [ 130:08 177,0 ga:+4’ | 78+04>

S3 183 +1.3 369.2 47+ 5" 92+03 | 129+05 265.1 73:+4" 83:+03
s4 177+1.1 493,2 20+5" |119+16%] 12,7+04 354,0 64+3 | 107+18°

SGR (%/d) 2,0+0,1 1,4+0,2




Sobrevivencia Larval de Puyes del Grupo F4

Control v/s Tratamiento

100

85,9

00 - 177,0

80 |
] 354,0
70

60
50
40
&Y A control
20

Porcentaje de Sobrevivencia

& Tratamiento 493,2

10 +

Y T T T T
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Figura 12: Sobrevivencia larval G. maculatusy UTA para cada semana (S1-2-S3-H4)

Crecimiento

En la segunda semana de cultivo no existen diferencias importantes (P>0,05) entre €l
Control (8,3 £ 0,9 mm) con 112,5 UTA y € Tratamiento (7,8 = 0,4 mm) con 177,0 UTA.
La diferencia térmica en este caso fue de 5,4 °C, entre el Control (18,4 + 1,4 °C) y €
Tratamiento (13,0 £ 0,8 °C). En la tercera semana, € Control (9,2 + 0,3 mm) con 369,9
UTA es significativamente mayor (P<0,05) a Tratamiento (8,3 £ 0,3 mm) con 265,1. A
mayor temperatura (Control) se genera un mayor crecimiento. (Tabla 3 y Figura 13).

A la cuarta semana, e Control (11,9 £ 1,6 mm) con 4933 UTA se diferencia
significativamente (P<0,05) a Tratamiento (10,1 £ 1,8 mm) con 354,0 UTA. La
desigualdad térmica fue de 5°C entre el Control (17,7 £ 1,1°C) y & Tratamiento (12,7 + 0,4
°C). El SGR fue mayor (P<0,05) en el Control (2,0 £ 0,1 %/d) que enel Tratamiento (1,4 =

0,2 %/d). (Tabla3y Figura 13).
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Crecimiento Larval de Puyes del Grupo F4
Control v/s Tratamiento

14 493,2

112,5

mm

265.1 354,0

] 177,0
6 85,9

4] A control
€9 Tratamiento

SO S1 S2 S3 S4

Figura 13: Crecimiento larval semanal G. maculatus y UTA para cada semana (S0-S1-S2-S3-

), partiendo de una longitud (S0), 6,6 £ 0,3 mm.

7.1.4.Grupo Faja Maisan. (Eclosién el 27 — Diciembre -2003)

Sobrevivencia

En la segunda semana, el Control (68 + 6 %) con 241,2 UTA fue significativamente menor
(P<0,05) a Tratamiento (84 + 3 %) con 177,0 UTA. La diferencia térmica fue de 5,4 °C
entre el Control (18,4 + 1,4 °C) y e Tratamiento (13 + 0,8 °C). A mayor temperatura del
agua (Control) se generé una menor sobrevivencia. (Tabla4 y Figura 14).

A la cuarta semana de cultivo la prueba de sobrevivencia a estrés el Control (33 + 6 %) con
493 UTA fue apreciablemente menor (P<0,05) a Tratamiento (58 + 6 %) con 354,0 UTA.
La diferencia térmica fue de 5 °C entre el Control (17,7 £ 1,1 °C) y e Tratamiento (12,7
0,4 °C). A mayor temperatura del agua (Control) se generé una menor sobrevivencia (Tabla

4y Figura 14).



Tabla 4: Resumen de la Temperatura Promedio del aguaen °C y UTA, Crecimiento (mm),

Por centaj e de sobrevivencia (S% ), para cada semana.

Silvestres Faja Maisan
CONTROL TRATAMIENTO

T°C UTA %S Long mm T°C UTA %S Long mm

SO () 0 100 65+03 () 0 100 65+03

s1 16,1+ 0,6 1125 o5+4° | 74:05"| 123:04 85.9 92+4 | 74410

S2 18,4+1,4 241,2 68 + ea 7.9+ 0 3a 13,0+ 0,8 177,0 84 + 3b 7.6 +0 3b

S3 18,3+1,3 369,2 46 +6° 92+ 0,7a 12,9 + 0,5 265,1 73 + Gb 88 + 0,8a
S4 17,7+1,1 493,2 33+6° 116+1.3° | 12,7+04 354,0 58+6° | 103+1.7°

SGR (%/d) 19+07 15+ 02"

Sobrevivencia Larval de Puyes del Grupo Faja Maisan

Controlv/s Tratamiento
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Figura 14 : Sobrevivencia larval G. maculatusy UTA para cada semana (S1-2-S3-$4).

Crecimiento

En la segunda semana de cultivo, € Control (7,9 = 0,3 mm) con 241,2 UTA tuvo un
incremento apreciable (P<0,05) a Tratamiento (7,6 £ 0,4 mm) con 177,0 UTA. La
diferencia térmica en esta semana acanzo a los 5,4 °C entre e Control (18,4 + 1,4 °C) y €
Tratamiento (13,0 + 0,8 °C). A mayor temperatura se observa un mayor crecimiento. (Tabla

4y Figuralb).
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A la cuarta semana, la longitud del Control (11,6 = 1,3 mm) con 493,2 UTA fue
comparativamente mayor (P<0,05) al Tratamiento (10,3 = 1,7 mm) con 354,0 UTA. La
diferencia térmica fue de 5 °C entre e Control (17,7 £ 1,1°C) y d Tratamiento (12,7 £ 0,4
°C). El SGR no evidenci¢ diferencia significativa (P>0,05) entre el Control (1,9 = 0,2 %/d)
y € Tratamiento (1,5 £ 0,2 %/d). Aunque amayor temperatura (Control) se generé un

mayor crecimiento. (Tabla4 y Figura 15).

Crecimiento Larval de Puyes del Grupo Faja Maisan
Control v/s Tratamiento

15
14 493,2
13
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£ 8
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4 A cControl
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0 T T T T T
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Figura 15: Crecimiento larval semanal G. maculatus y UTA para cada semana (S0-S1-2-3-

), partiendo de una longitud (S0), 6,5 +0,3 mm.
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7.2. Efecto de la Temperatura, variable y controlada (12 £ 1°C), en la

Sobrevivencia al estrés y en el indice de Crecimiento (SGR).

Enla figura 16, se puede observar € efecto que tuvo la temperatura, variable y controlada

(12 £ 1°C), de medio de cultivo, en la sobrevivencia a estrés Se gprecia que la

sobrevivencia del Grupo silvestres Toltén (42 + 4 %), tiende a soportar temperaturas nas

atas (18,7 °C), mientras que € Grupo Hormonal obtuvo menores sobrevivencias (36 +

7%), siendo que estuvo a temperaturas similares (12, 4 + 1,4 °C) a Tratamiento. Esto

demostraria que e Grupo silvestres Toltén junto con el grupo F4 son los més viables,

debido a que a temperatura controlada (12 + 1 °C), obtuvieron las mayores sobrevivencias

(ANOVA P<0,05),69 % 6 %Yy 64 + 3%, respectivamente. (Tabla5 y Figura 16).

Tabla 5: Resumen dela sobrevivencia al estrés (% Sestrés), Crecimiento (SGR %/d) y la

Temperatura promedio del medio de cultivo.

Control Tratamiento
Grupo T°C %S estrés | SGR (%/d) T°C %S estrés | SGR (%/d)
GH 13,3+0,8 36+7 0,9+0,1 11,8+0,3 50 + 22 0,6 + 0,12
ST 166+12 | 42+4 19+01 | 124+07 | 69+6° | 16+02°
F4 176+1,1 30+5 20+0.1 12,7+0,4 64 + 3° 1.4+02°
FM 17,6 +1,1 3346 1,9+02 | 127+04 58 + 6° 1,5+0,2°




Efecto de la Temperatura en la Sobrevivencia al Estrés
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Figura 16: Efecto dela Temperatura, variabley controlada (12 + 1 °C), en la sobrevivencia al
estrés para cada origen. GH: Grupo Hormonal; S.T: Silvestres Toltén; F4: Grupo F4; F.M:

Grupo Faja Maisan.

Con respecto, d indice de crecimiento (SGR), se observo que la temperatura (15 - 19 °C)
gercio un efecto positivo en € porcentgje de crecimiento diario para todos los grupos,
estando entre los 1,8 — 2,0 %/dia. (ST, FM y F4), siendo & menor e Grupo Hormona a
temperatura de 12,4 £ 1,4 °C con 0,9 = 0,1 %/dia. Estos indices de crecimiento (SGR)
estuvieron por sobre a los obtenidos a temperatura controlada (12 + 1°C), siendo los indices
mayores (Tukey P<0,05), los Grupos: Silvestres Toltén (1,6 £ 0,2 %/d), FajaMaisan (1,5 +
0,2 %/d), F4 (1,4 = 0,2 %/d) y & menor e Grupo Hormonal (0,6 %/d). (Tabla5 y Figura

17).
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Figura17: Efecto dela Temperatura, variabley controlada (12 + 1 °C), en €l indice de crecimiento
(SGR) paracadaorigen. GH: Grupo Hormonal; S.T: Silvestres Toltén; F4: Grupo F4; F.M: Grupo

Faja Maisan.

7.3.Calidad Ova-Larva segun origen.

7.3.1 Antecedentes de los Reproductores.

Los reproductores hembras de mayor tamafio fueron las F3 (tercera generacion en
cautiverio) (9,9 £ 1,7 cm) y de la Fgja Maisan (8,7 = 0,6 cm). Las hembras de menor
tamafio son silvestres Toltén (5,6 = 0,1 cm). Las hembras inducidas a hormonas se
desconocen su tamafio, debido a que solo se obtuvieron los gametos ya fertilizados, por ser

parte de otro experimento. (Tabla 6)



Tabla 6: Resumen Longitud (cm.) promedio de reproductores (H3y M 3) utilizados.

Longitud de reproductores desovados
Origen M3 (cm) H3(cm)
G.H s/m s/m
S.T 4.7 + 0.5 5.6+0.1
F3 12.4+0.7 9.9+1.7
FM 8.5+ 1.3 8.7+0.6

Reproductores: GH: Hormonal; S.T: Silvestres Toltén; F3: Tercera Generacion; F.M: Grupo
Faja Maisan.

sm: Sin medicion.

7.3.2.Calidad de la Ova

Se aplicaron las mediciones relacionadas a control de calidad de las ovas, obteniendo
buenos porcentgjes de fertilizacion, entre el 78 % para € Grupo Hormona y 94 % en €l
grupo Faja Maisan, por sobre e estandar establecido (> 70%). Los porcentajes de ova 0jo
estuvieron entre 81 % para el Grupo F4 y 87 % para € Grupo Faja Maisan, por arriba del
esténdar establecido (> 70 %). La menor pérdida entre estas dos mediciones la presento el
Grupo F4 con un 4 %. Los porcentajes de eclosion fueron de un 78 % para el Grupo F4 'y
un 82% para €l Grupo Faja Maisan similar a porcentgje establecido para la eclosion (>
80%). La pérdida menor, entre estas mediciones se registrd enel grupo F4, con un 3%. Por
lo tanto, las ovas incubadas resultaron de buena calidad. En sintesis, € Grupo Faja Maisan
fue el que presentd un mayor porcentgje de fertilizacion, ova ojoy eclosion (94, 87 y 82
%). EI menor porcertaje de fertilizacion lo presentdé e Grupo Hormona (78 %). No
obstante, a pesar de ser menor a los otros grupos, también fueron de buena calidad. (Tabla

7).



Tabla 7: Resumen de las mediciones relacionadas al estandar de calidad de la ova; %
Fertilizacion (% F), % Ova Ojo (% O/0), % de Eclosion (%E) y UTA durante la incubacion.

Origen % F(>70%) | % O/O (>70 %) | % E (> 80 %) UTA
F.M 94 87(7) 82(5) 307
S.T 93 84 (9) 80 (4) 305
F4 85 81(4) 78 (3) 307
G.H 78 s/m s/m s/m

GH: Grupo Hormonal; ST: Silvestres Toltén; F4: Grupo F4; F.M: Grupo Faja Maisan.

sm: Sin medicion.

7.3.3.Longitud Inicial y Longitud del Saco Vitelino

La longitud inicial muestra una diferencia importante (Tukey P<0,05) entre e Grupo
Silvestres Toltén (5,4 £ 0,4 mm) y e Grupo Hormonal (6,1 = 0,5 mm), ademés se
diferencian ambos significativamente con los Grupos F4 (6,6 + 0,3mm) y Fga Maisan (6,5
+ 0,3mm). Entre éstos Ultimos no existe diferencia significativa (P>0,05) .Esto quiere decir
gue las larvas de mayor longitud pertenecen a los Grupos F4 y Faja Maisan. (Tabla 8).

Con respecto a la longitud del saco vitelino no hay diferencias entre los origenes
(ANOVA<0,05), aunque se observa el doble de variabilidad en el grupo Silvestres Toltén
(522 + 43 pm), comparado con € Grupo F4 y Fgja Maisan (525 + 24 y 527 + 28 um).

(Tabla8)
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Tabla 8: Resumen de la longitud total (LT mm) y Longitud del Saco vitdino (LSV pm) al

momento de la eclosion de larvas deG. maculatus.

Origen LT(mm) LSV(m
F4 6,6°+0,3 | 525+ 24
F.M 65°+03 | 52728
G.H 6,1°+ 0.5 s/m
S.T 54°+04 | 522 +43°

GH: Grupo Hormonal; S.T: Silvestres Toltén; F4: Grupo F4; F.M: Grupo Faja Maisan.

sm: Sin Medicion

7.3.4. Calidad larval (1°y 2° Semana) en Sobrevivencia Total.

En la primera semana no hubo diferencias estadisticamente notorias (ANOVA P>0,05) en
la sobrevivencia larval a comparar sus distintos origenes. La mejor sobrevivencia se
observé enel Grupo Silvestres Toltén (95 + 3 %) y la menor en el Grupo FajaMaisan (92 +
4 %). A una temperatura 12 + 1 °C (Tratamiento), no hay diferencia en calidad larval en
cuanto a sobrevivencia, ademés los origenes estan por sobre € estandar establecido (>90
%), para esta semana. (Tabla9 y Figura 18).

En la segunda semana, se observa que el Grupo Hormonal (75 + 4 %) es aquel que muestra
un decrecimiento (Tukey P<0,05) con respecto a los otros grupos disminuyendo su
sobrevivencia en 18 % con respecto a la semana anterior. EI mayor porcentaje de
sobrevivencia en esta semana fue € Grupo Silvestres Toltén (87 £ 3 %) sin diferencias
apreciables (Tukey P>0,05) conlos grupos restantes. A temperatura 12 + 1 (Tratamiento),

lacalidad larval del Grupo Hormonal es menor en cuanto a sobrevivencia, frente a los otros



grupos, ademés de estar por debajo del estandar establecido (> 80 %) para esta semana.
(Tabla8y Figura 18).

7.3.5. Calidad de la Técnica de Cultivo (3° y 4° Semana) en Sobrevivencia Total.
Para la tercera semana de evaluacion se aprecio que € Grupo Hormonal (66 = 8 %)
presentd una sobrevivencia menor (Tukey P<0,05) a los otros Grupos, donde la més dta
sobrevivencia la logra el Grupo Silvestres Toltén (80 £ 3 %), sin diferencias significativas
(Tukey P>0,05) con & Grupo Fga Maisan (73 + 6 %). A temperatura 12 £ 1 °C
(Tratamiento) la calidad de la técnica de cultivo, produce que € grupo hormona sea de
menor calidad en cuanto a sobrevivencia, pero se encuentra dentro del estandar establecido
(>65 %) para esta semana.

En la cuarta semana, la sobrevivencia a estrés,  Grupo Silvestres de Toltén (69 + 6 %) y
el Grupo F4 (64 +3 %) tuvieron una mayor sobrevivencia (Tukey P<0,05) comparadaen
relacion con los otros origenes. El Grupo Hormonal fue € que tuvo una sobrevivencia
menor (Tukey P<0,05) respecto al resto de los otros origenes. A temperatura 12 + 1 °C
(Tratamiento), segun esta técnica de cultivo los grupos Silvestres Toltén y Fgja Maisan
resultaron superiores (méas viables) a los otros grupos, e Grupo Hormonal es el de menor
caidad (menos viable), en cuanto a sobrevivencia, e inferior a estandar (> 60%)

establecido para esta semana. (Tabla 9 y figura 18).
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Tabla 9: Porcentaje (%) de sobrevivencia larval semanal para los dferentes origenes en €

Tratamiento de Temperatura Controlada.

% Sobrevivencia Larval
Semana (%S.E) G.H S.T F4 FM
S1 (> 90 %) 93+ 9° 95 + 3° 92 + 5° 92 + 4°
S2 (>80 %) 75+ 42 87 + 3 84 + 4 84 + 3
S3 (>65 %) 66 + 8 80+ 3° 73+ 4° 73 + 6%
S4 (>60%) 50+2° 69 + 6° 64 + 3 58 + 6°

GH: Grupo Hormonal; ST: Silvestres Toltén; F4: Grupo F4; FM: Grupo Faja Maisan.

(S.E): Sobrevivenciaestandar; Sl: Semana 1; S2: Semana 2; S3: Semana 3; $4: Semana 4.

Sobrevivencia (%) larval de larvas G. maculatus distintos origenes con
Temperatura controlada
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Figura 18 : Sobrevivencia (%) larval de G. maculatus de distintos origenes a temperatura
controlada (12 + 1°C).

GH: Grupo Hormonal; ST: Silvestres Toltén; F4: Grupo F4; FM: Grupo Faja Maisan.



S0: Longitud inicial S1: Semana 1; S2: Semana 2; S3: Semana 3; $4: Semana 4.
7.3.6. Crecimiento Total
La longitud inicial de las larvas para distintos origenes se evalu6 en € item 6.3.3., tratado
anteriormente.
En la primera semana, la longitud del Grupo Hormona (6,1 £ 04 mm) fue
significativamente menor (Tukey P<0,05) con respecto a los otros origenes El mayor
crecimiento lo obtuvo e Grupo Fga Maisan (7,4 = 1,0 mm), sin embargo, este grupo tuvo
una mayor variabilidad. A una temperatura 12 £ 1 °C e Grupo Hormonal presenta una
menor calidad con respecto alos otros origenes referente al crecimiento.
En la segunda semana, la longitud de las larvas del Grupo Hormonal (6,6 + 0,5 mm) y €
Grupo Silvestres Toltén (6,5 + 0,4 mm) presentan un tamafio menor (Tukey P<0,05) en
longitud en relacion con lade los Grupos F4 (7,8 + 0,4 mm) y Fgja Maisan (7,6 £ 0,4 mm).
A una temperatura controlada (Tratamiento) el Grupo F4 y Fgja Maisan son de mayor
caidad con respecto al crecimiento.
En la tercera semana, las larvas del Grupo Hormonal (6,9 £ 0,6 mm) exhiben un menor
crecimiento (Tukey P<0,05) con respecto a los otros grupos. El Grupo Faja Maisan (8,8 £
0,8 mm) es e que mostré un mayor crecimiento, aungue sin diferencias notables con los
grupos restantes. A una temperatura controlada (Tratamiento) los grupos Faja Maisan, F4 y
Silvestres Toltén tuvieron una mayor caidad en cuanto a longitud.
En la cuarta semana, 1os gemplares de los grupos Hormonal (7,4 = 0,5 mm) y Silvestres
Toltén (8,8 = 1,2 mm) alcanzaron un crecimiento significativamente menor (Tukey P<0,05)

alos de los grupos F4 (10,1 + 7,8 mm) y Fga Maisan (10,3 + 1,7 mm). A temperatura
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controlada (Tratamiento) los Grupos F4 y Faja Maisan son de mejor calidad en cuanto a

longitud. (Tabla 10y Figura 19).

Los indices de crecimiento (SGR), indican que no hay diferencias (Tukey>0,05) entre los
Grupos Silvestres Toltén (1,6 %/d), Faa Maisan (1,5 %/d), F4 (1,4 %/d) y una desigualdad
con & Grupo Hormona (0,6 %/d). En cuanto a crecimiento estos tres grupos serian de la

mismacalidad. (Tabla5; 10 y Figura 19).

Tabla 10: Crecimiento larval (mm) semanal e indice de crecimiento (SGR) para los diferentes

origenesen € Tratamiento de temper atura controlada.

Crecimiento Larval (mm)
Semana G.H S.T F4 FM
SO 6,1+05° | 54+01° | 66+03% | 654+0,3?
S1 6,1+0,4* | 66+03" | 7,2+06° | 7,4+1,0°
S2 6,6+05 | 65+04* | 78+04" | 7,6+04"
S3 6,9+06* | 82+04° | 83+03 | 88+08
S4 74+05 | 88+1,2° | 101+1,8 | 103+17
SGR (%/d) 06+0,1* | 1,6+0,2° | 1,4+0,2° | 1,5+0,2°

GH: Grupo Hormonal; ST: Silvestres Toltén; F4: Grupo F4; FM: Grupo Faja Maisan.

S0: Longitud inicial S1: Semana 1; S2: Semana 2; S3: Semana 3; $4: Semana 4.
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Crecimiento larval de larvas G. maculatus distintos origenes con
Temperatura controlada
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Figura 19: Crecimiento larval de G. maculatus de distintos origenes a temper atura controlada
(12+1 °C).

GH: Grupo Hormonal; ST: Silvestres Toltén; F4: Grupo F4; FM: Grupo Faja Maisan.

S0: Longitud inicial S1: Semana 1; S2: Semana 2; S3: Semana 3; $4: Semana 4.



8. Discusion

8.1 Evaluacion del método de cultivo a Temperatura variable y estandar
de Temperatura Controlada (12 £ 1°C).

Probar un método de cultivo larvario para € “puye’ G. maculatus), que mantenga una
temperatura controlada, permitié comparar distintas cepas de “ puy€e”, en diferentes periodos
de tiempo pero con las mismas condiciones (temperatura, salinidad, color de estanque,
cantidad alimento), algo que no sucedia anteriormente a realizar cultivos en verano (T > 18
°C) oeninvierno (T < 13 °C). En experimentos anteriores estas condiciones hacianque los
resultados en sobrevivencia 'y crecimiento no fueran comparables, debido a la variabilidad
de la temperatura y su efecto directo en las larvas. Esto se observa en el grupo control de
temperatura variable, para todos lo origenes, donde se producen diferencias de 2 grados
Celsius en octubre (G. Hormonal), hasta 6 grados Celsius en enero (F4 y FM) con respecto
al tratamiento de temperatura controlada (12 + 1°C) en un mes de cultivo, esto es debido al
incremento de b temperatura del ambiente por la aproximacion de la época estival. Los
indices metabdlicos de los peces se incrementan répidamente con temperaturas altas, por no
poder controlar la temperatura de su cuerpo ya que son poiquilotermos. (Piper, 1982;
Poxton, 1990; Bidwell & Huntting, 2001; Calderer A, 2001), En este aspecto radica la
importancia de controlar los factores ambientales, ya que estos inciden directamente en el

desarrollo de los organismos acuéticos.

Las mortalidades fueron superiores en todos los Grupos Control de los distintos origenes

estudiados frente a los Grupos Tratamiento. A mayor temperatura del agua se generd una



menor sobrevivencia. Debe considerarse que en e método de cultivo estandar € agua se

cambia una vez ala semanay no fue esterilizada

Sin embargo, en la primera semana de cultivo no se generaron diferencias importantes entre
la sobrevivencia de las larvas de los Grupos de Control y el Tratamiento independiente de
la temperatura € incluso, en algunos casos € Control fue superior en sobrevivencia al

Tratamiento [Grupos FajaMaisan (95 + 4 % a 16,1 + 0,1 °C) y Silvestres Toltén (95 + 7 %
a 15,1 + °C)]. Ello se debi6 posiblemente a la buera calidad nutricional de las larvas en ese
periodo por la utilizacién eficiente de su saco vitelino, ya que éste se absorbe entrelos5y 7
diasa 13°C en lalarvadel “puye’. (Dantagnan et al, 2002). Pero este resultado no se reflgja
a partir desde la segunda semana en adelante, porque la temperatura més ata
probablemente generé mayores requerimientos nutricionales y como consecuencia una
mayor mortalidad (Control), coincidiendo conPiper (1982) y Calderer (2001) que reportan
gue a mayor temperatura mayor metabolismo en los peces. Ademas Toroella, (1993),
informa que la temperatura ambiental € erce una gran influencia sobre todo en las funciones
fisiolégicas, incluida la respuesta inmune; la reaccion frente a cambios de temperatura
depende evidentemente de las especies, se afirma que agquellas temperaturas que se aean
de la Optima causan un descenso en la resistencia, siendo una explicacion a la mayor
sobrevivencia en e Tratamiento de temperatura controlada; ademas segun Blanco (1994),
las aguas no tratadas son vehiculos habituales para la presencia de agentes bacterianos. La
resistencia de los peces frente a los gérmenes se encuentra limitada a las condiciones del

medio y a las medidas higiénico-sanitarias, constituidas principalmente por la flora normal

del aguay, por lo tanto, pueden multiplicarse a medida que sube la temperaturay su carga



organica (Toroella, op cit). Dhert, (1998), sefida que en € cultivo del “turbot” en estanques
no tratados (antibiéticos, UV, etc), las dtas mortalidades ocurririan a partir del octavo dia
(18 °C) y superarian e 70%, estando claramente relacionadas con un crecimiento
bacteriano y no atribuibles a un patdgeno especifico. En e cultivo de G. maculatus fue
evidente el biofilm, adherido a las paredes de las cubetas, signos de la colonizacion
bacteriana. Este fue removido con la limpieza al final de cada semana, con una solucién de
Yodo (0,1 %), éste biofilm se produce entrelos 4-6 dias de cultivo (Swittrup, 1993). Esta
podria ser la posible explicacion a las mortalidades larvales después de absorbido € saco
vitelino en las larvas cultivadas a temperatura variable (Control), ocurridas desde la
segunda semana en adelante (15 a 18 °C promedio), junto al observarse un posible aumento
bacteriano y una carencia nutricional (descenso inmunolégico y alza metabdlica), ambas
condiciones podrian ser provocadas por el aumento de la temperatura del medio de cultivo.
Las mortalidades en el Tratamiento se explican asimismo por la carencia nutricional,
después de absorbido € saco vitelino, debido a la cantidad minima de rotiferos
administrados. Ademés, como la temperatura de cultivo fue de 12 + 1 °C. Blanco (1995),
destaca que temperaturas limites inferiores (9 °C) en “truchas’ tienen una menor
importancia en cuanto a patologias, pero si en términos econdémicos, por cuanto los indices
de crecimiento disminuyeny la vitalidad de la trucha decrece.

El Grupo Hormonal, a pesar de tener diferencias menores de temperatura (< 2 °C), después
de la tercera semana entre el Control y e Tratamiento, se observaron diferencias
significativas de mortalidad entre ellos. También se noté una mayor variabilidad en las
sobrevivencias, 1o que se puede explicar por un error metodolégico en e conteo de las

larvas a fin de cada semana por el traspaso de estas a un vaso precipitado (1000 ml)



“trangparente”’. Este traspaso provoca a las larvas un estrés sumamente fuerte por la
sobreestimulacién de la luz (Fototactismo +), con una evidente manifestacion como es €l
nado en todas las direcciones. A pesar que sus progenitores fueron inducidos
hormonalmente a desove (Lh — Rh andloga) y con antecedentes en incubacion (%
Fertilizacion = 78 %), inferiores a los demas Grupos, no obstante, segin Brooks et al,
(1997) la evaluacion de la dosis hormonal en reproductores y su subsecuente efecto en la
caidad de la ova y de las larvas en los peces es muy dificultoso de determinar, sin
embarg, la administracion controlada de la hormona GnRha en “striped bass” (Morone
saxatilis) y en “white bass” (Morone chrypsops), no han tenido un aparente efecto negativo
en las sobrevivencias post-eclosion (Brooks, op cit), aunque, todo tratamiento hormonal
tiene un efecto en la calidad de ovas y larvas. Posiblemente en este caso la alta mortalidad y
su atavariabilidad se debanal efecto conjunto de la hormonay al manegjo.

Con respecto al crecimiento, se observé que a mayor temperatura se generdé un mayor
crecimiento en todos los grupos expuestos a temperatura variable (control). Esto se debe
efecto que tiene la temperatura en € metabolismo y a la utilizacion més eficiente de los
nutrientes contenidos en el saco vitelino, aunque la temperatura optima aparente en la
naturaleza descrita por Mitchell (1989), esta entre 12-15 °C, deducida a partir de la
temperatura del agua en el mar. Los mayores crecimientos se obtuvieron por sobre los 15
°C. Los adultos de esta especie toleran temperaturas entre los 7 — 21 °C (Campos, 1970;
Mitchell, 1989); la temperatura Optima de cultivo se define como aquella que genera €l
maximo crecimiento (Piper et al, 1982), en este caso |as temperaturas que generaron mayor
crecimiento estaban entre los 15 — 18 °C. Similar a la temperatura Optima para €l

crecimiento de la “trucha arcoiris’ de cultivo (16 — 17 °C) (Wedemeyer, 1996). Al igua
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gue la sobrevivencia, este crecimiento posiblemente pudo ser superior s la calidad del
alimento hubiera sido mayor. Una buena correlacion entre la sobrevivencia 'y crecimiento
permitiria estandarizar una temperatura Optima para € cultivo del “puye’ G. maculatus
diadromico. Sin embargo, la temperatura del agua requerida para un crecimiento éptimo,
puede o0 no coincide con la temperatura requerida para prevenir alguntipo de enfermedad.

(Wedemeyer, op cit).

Una solucion metodolégica a esta situacion es la esterilizacion del medio de cultivo;
ademés, aplicar una metodologia de desinfeccion de ovas de G. maculatus momentos
previo a la eclosion para evitar la transmision de enfermedades y desarrollar una

metodol ogia que desinfecte los rotiferos previo a ser enriquecidos.

Los patdgenos sobre todo Vibrio, Pseudomonas, Aeromonas y la mayoria de los hongos
gue afectan a los peces constituyen la flora normal del agua. La esterilizacion del agua para
el cultivo de cualquier especie es necesaria para evitar la probabilidad de contraer una
enfermedad infecciosa como consecuencia del aumento del estrés. (Toroella, op cit).
Planas et al (1994), sugiere que los rotiferos antes de ser enriquecidos estos deben estar en
periodos cortos de inanicion para que estos organismos vacien sus intestinos (posibles
bacterias 0 protozoos), y posteriormente realizar bafios con agua dulce, mediante esta

acciones posible reducir la carga bacteriana.

Asimismo, la desinfeccion de las ovas se explica porque los huevos son un vehiculo de

transmision de enfermedades desde |os reproductores ala progenie (Transmision Vertical y



Horizontal). M uchos de los patdgenos pueden quedar en la epiflora del huevo (Mc Fadden,
1969; Bergh et al, 1991 citado por Plana & Cunha, 1999). Ademés se debe tener cuidado en
identificar los reproductores e higienizar la fertilizacion. (Mangor-Jensen et al, 1998). Se ha
estudiado €l efecto con desinfectantes en ovas de G. maculatus inmediatamente después de
la aparicién del ojo con bafios cada tres dias con yodo, formainay sal. Esta Ultima arrojo
los mejores resultados en la eclosion. (96 + 3 %), seguida de la formalina (80 + 7 %) y del
yodo (70 + 6 %). (Romero, J. 2003). Sin embargo, la carga bacteriana de las ovas del puye
aun no es estudiada y por ende las enfermedades que pueden ser transmitidas desde laova a

larva.

8.2 Calidad Ova -Larva segun el origen.

Como los estéandares establecidos para la incubacion, permitieron una pérdida alrededor del
30 % de las ovas, establecido asi por €l riesgo que se corre por la contaminacion horizontal,
de enfermedades y hongos; y la pérdida progresiva de las ovas viables. La evaluacion de las
pérdidas en incubacidn, evaluada econdmicamente, deberia establecer estdndares més
exigentes, para asegurar la continuidad y éxito de la produccién en la incubacion y
larvicultura.

Las ovas de G. maculatus diadrémico, fueron de buena calidad para todos |os gupos por
presentar porcentajes de fertilizacion altos (>70%) entre un 78% hasta un 94%, similares a
los porcentajes obtenidos por Murfioz (2001), en “puyes’ entre los 86 + 0,1 % Al mismo
tiempo, los porcentgjes ova 0jo obtenidos fueron altos (>70%) entre 80 a 87 %.
Comparando estos resultados con los obtenidos por Gonzales (2003) en “puyes’, estos

fueron alrededor del 58% en ova 0jo. La eclosion también fue de buena calidad (>80%),
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debido a que a tercer dia se espera que eclosione alrededor del 80% de los huevos (Barile
et al, 2003), y en el bioensayo la eclosiéon de todos los Grupos fue alrededor del 80 % al
tercer dia.

En la primera semana, se observd una buena calidad en la sobrevivencia larva (> 90%), en
todos los grupos estudiados, debido a la presencia del saco vitelino y a posible uso
eficiente de los nutrientes contenidos en e, siendo que este se absorbe entre los primeros 7
dias a 13 °C (Dantagnanop cit, 2002).

Con respecto a la calidad larval, a la segunda semana en sobrevivencia, a temperatura
controlada, las larvas que fueron de mayor calidad (>80 %) son los grupos Silvestres Toltén
(87 £ 3%), F4 (84 + 4 %) y Fgja Maisan (84 + 3 %). Estos grupos muestran una tendencia

de mayor sobrevivencia a Grupo Hormonal (75 + 4 %).

Bromage (1995), propone valores de calidad en ovas de “trucha arcoiris’, donde, valores
cercanos a 90 % de fertilizacion, valores sobre e 85% de ova ojo, 80 % de eclosiony si
sobre € 85% de los huevos eclosionados sobreviven a los 20 dias, se catalogan como ovas
de muy buena calidad. En el “puye”, los porcentajes de fertilizacion entre los 85 a 94 % con
excepcion del grupo hormonal (78 %), ova ojo entre 81 a87% y en eclosion 78 a 82%, ala
segunda semana sobrevive entre 84 y 87 % de las larvas, excepto € grupo hormonal con

75%. Los valores de calidad del “puye” se asemejan alos obtenidos de la “trucha arcoiris’.

Acerca de la técnica de cultivo, evaluada en la 3° y 4° semana, esta estuvo dentro de los
estdndares establecidos, sin embargo, aln se deben corregir los aspectos ambientales de

cultivo para determinar un optimo de cultivo larvario de G. maculatus diadromico.



A la cuarta semana, luego de aplicado la prueba de sobrevivencia, los Grupos Silvestres
Toltén (69 £ 6 %) y F4 (64 £ 4 %) fueron los que tienen una mayor viabilidad por la
resistencia frente a los cambios ambientales. Bernales, (2001) aplicd este método en larvas
de G. maculatus obteniendo sobrevivencias superiores a 60% del ndmero inicial de

individuos alos 20 dias, pero sin control de latemperatura.

Si se compara la sobrevivencia del “puye’, frente a otras especies cultivadas, e “turbot”
(Colistium nudipinnis) se caracteriza por una alta mortalidad post-eclosién alos 20 dias (80
%) (Tait, M. & Hickman R., 2001); “red porgy” agrus pagrus) a los 15 dias post-
eclosion sobrevive € 70% (Kolios, P. et al, 1997); “halibut” (Hippoglossus hippoglossus),
en los 80 dias s0lo sobrevive €l 10%. Para e “turbot” (Scophthalmus maximus) la
sobrevivencia es ata después de la metamorfosis (50%). En cambio, el “cod” Gadus
morhua) esta normamente entre los 5 — 20 %. (Olsen, 1997). En estudios sobre la
sobrevivencia larval del “chub” (Leuciscus cephalus), se ha obtenido sobrevivencias del
80% antes de absorbido € saco vitelino y un 55% de sobrevivencia después de haberlo
absorvido (Calta M., 2000) Comparando € “puye’ (Galaxias maculatus) con otras especies

éste presenta buenas sobrevivencias larvales en los primeros 30 dias.

Con respecto a la calidad larval en crecimiento, los Grupos Fgja Maisan (1,5 %/d), F4 (1,4
%l/d) vy Silvestre Toltén (1,6 %/d) presentaron indices de crecimiento similares (SGR). En
cambio, el Grupo hormonal (0,6 %/d) presentd un indice de crecimiento menor. Dantagnan
et al, (1995), obtiene resultados similares en “puye’ (0,6 %/d), atribuyéndose a la maa
nutricion de las larvas, debido a que solo utilizo rotiferos en una concentracion constante de

5 rot/ml. En este sentido, las larvas de los grupos Faja Maisan, Silvestres Toltén y F4,
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serian de la misma calidad y de menor calidad € Grupo Hormonal. Bernales (2001),
probando dietas ricas en n3 (PUFAS) logro indices similares de crecimiento 1,8 %/d a 10

g/l de salinidad, aunque obtuvo mayores indices de crecimiento (2,1 %/d) a 15 g/l.

A pesar de que € indice de crecimiento (SGR) fue similar para los tres grupos (ST, ST y
FM), lalongitud inicia no fue homogénea entre los Grupos y las mayores longitudes al
eclosionar las obtuvieron los grupos F4 (6,6 £ 0,3 mm) y Fgja Maisan (6,5 + 0,3 mm),
siendo el menor e Grupo Silvestres Toltén (5,4 + 1 mm). Estas longitudes son similares a
las obtenidas por Gonzdes (2003), en larvas de “puye’ de primera generacion en cautiverio
(F2) (6,6 £ 0,3 mm), y Silvestres (6,1 + 0,2 mm).

En la segunda semana las larvas de mayor calidad en crecimiento fueronlas de Fgja Maisan

(7,8+£04mm)yF4 (7,6 £ 0,4 mm).

La diferencia en la longitud inicial repercutio en la longitud a la cuarta semana donde €
Grupo Fga Maisan (10,3 £ 1,7 mm) y F4 (10,1 = 1,8 mm) lograron la mayor longitud,
superando al Silvestres Toltén (8,8 +1,2 mm) y al Grupo Hormonal, (7,4 + 0,5 mm) dando
como resultado que las larvas de los grupos Fga Maisan y F4 son de mayor tamaio y
calidad en cuanto a crecimiento, y que larvas mas grandes al eclosionar serian de mejor

rendimiento futuro, desde & punto de vista econdmico.

Ladiferenciade porte inicial de las larvas se podria deber a tamafio de los reproductores,
debido a que no se midié e didmetro de la ovay su posible relaciéon con el tamafio de la
larva de “puye’, siendo la diferencia en la longitud entre las hembras F3 (9,9 + 1,7 cm),

Faja Maisan (8,7 = 0,6) con respecto a Silvestres Toltén (5,6 £ 0,1 cm) fue alrededor de 4
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cms. Benzie, (1968), sefidla que €l diametro del huevo sin fertilizar varia ligeramente con €
tamafio de la hembra de “puye’. Asimismo, Gonzales (2003), determind que huevos
grandes de “puye” G. maculatus, producen larvas grandes en longitud. Aunque en €l cultivo
de la“truchaarcoiris,” el tamafio de la ova no parece ser un indicador importante de calidad
del huevo, (no obstante que huevos grandes producirian larvas de mayor tamafio) pero esta
ventaja de tamafio, se enmascara por otros factores ambientales de crecimiento. (Bromage
et al, 1992; Brooks et al, datos sin publicar, citado por Brooks et a, 1997). Fataria esta
informacion en este trabajo para determinar este supuesto sobre el tamafio del huevo del

“puy€e’ como un importante parametro de calidad.

En consecuencia, en €l cultivo comercia del “puye’, conforme a la experiencia realizada,
es particularmente importante mantener €l control de la temperatura y la calidad del agua
para lograr larvas sanas y abundantes, uno de los factores que pueden ser determinantes en

el éxito del negocio.

AUn se deben evaluar otros criterios que demuestren la calidad larval, ademés de estudiar el
efecto el efecto de la temperatura del agua como medio de cultivo esterilizado en €
crecimiento y sobrevivencia larval, el efecto bacteriano en las ovas y su transferencia a las
larvas y, de esta manera, lograr controlar la mayor cantidad de factores que se asocien a la

sobrevivenciay crecimiento de G maculatus diadrémico.



9. Conclusones

El disefio de un método estandar permitio probar que la temperatura del medio de
cultivo tiene un efecto determinante en la sobrevivenciay crecimiento de las larvas
de G. maculatus.

Se comprueba que las condiciones de cultivo larval no controladas, producen
variabilidad en la sobrevivencia 'y crecimiento del “puye”, aceptando las hipétesis
aternativas (Ha), para cada una.

A temperatura variable se observa una menor sobrevivencia y un mayor crecimiento
de G. maculatus diadromico, ambos provocados por € incremento de la
temperatura.

Con la temperatura controlada (12 + 1 °C), fue posible medir y comparar la calidad
larval de gjemplares de distintos origenes.

La calidad ova-larva presenta diferencia con respecto al origen de sus progenitores,

en sobrevivenciay crecimiento.
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