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RESUMEN

Se cultivaron larvas de Galaxias maculatus en condiciones de
laboratorio durante 20 dias, sometidas a diferentes salinidades y dietas con
distintas relaciones EPA/DHA, con la finalidad de poder determinar en qué
condiciones se puede obtener una mejor sobrevivencia, crecimiento y
sobrevivencia al estimulo de estrés. Los resultados de este experimento,
senalan que la relacién EPA/DHA 2,02 logr6 las mejores sobrevivencias a la
salinidad de 0%go, conteniendo un 1,21% de EPA y un 0,60% de DHA, lo que
indica que las larvas al ser cultivadas en agua dulce, sus requerimientos de
una relacién EPA/DHA son mas favorables al EPA que al DHA. Las mejores
tasas de crecimiento se obtuvieron en larvas mantenidas a 0%y 10%0 con
las relaciones EPA/DHA 2,02 y 2,18, siendo significativamente mayor a las
alcanzadas a 15%g. La mayor sobrevivencia obtenida después de aplicar el
estimulo del estrés fue a salinidad de 10% con la relacién EPA/DHA 0,64;
sin embargo también se encontraron mejores sobrevivencias a salinidad

0%g0, pero con la relacién EPA/DHA 2,02y 2,18.

Palabras Claves: Galaxias maculatus; salinidad; EPA (20-5 n-3); DHA (22-6 n-3);

sobrevivencia; crecimiento; estrés.



ABSTRACT

Larvae of Galaxias maculatus have been cultivated in laboratory
conditions during 20 days, submitted to different salinities and diets with
different EPA/DHA ratios, in order to determine in which conditions it can be
obtained a better survival level, growth and survival under stress stimulus.
The results of this experiment indicates that the EPA/DHA ratio reached the
best survival level under a salinity of 0%, containing 1,21% of EPA and
0,60% of DHA. This indicates that when the larvae are cultivated in sweet
water, their EPA/DHA requirements are more favorable to EPA than DHA.
The best growth rates can be obtained with larvae maintained at 0%, and
10%0 with a EPA/DHA ratio of 2,02 and 2,18. This is significantly greater
than the rates that reached 15%q. The greatest survival level obtained after
the stress application was with a salinity of 10%, and with EPA/DHA ratio of
0,64. Nevertheless, better survival levels was found with a salinity level of

0%0 and a EPA/DHA ratios of 2,02 and 2,18.

Keywords : Galaxias maculates; salinity; EPA (20-5 n-3); DHA (22-6 n-3); survival;

growth; stress.



1. INTRODUCCION

La alimentacién de larvas de peces marinos se ve a menudo afectada
debido a que existen pocas presas vivas para su consumo, tal es el caso de
rotiferos y artemias. Este reducido rango de alimento disponible para la larva
puede provocar en primer lugar un desequilibrio nutricional o una deficiencia
nutricional (Watanabe et al,, 1993). Por esta razén, una larga cantidad de
investigaciones han sido dedicadas a estudiar los requerimientos
nutricionales de larvas de peces marinos. La mayor parte de estas
investigaciones estan relacionadas con los requerimientos de acidos grasos
esenciales (AGE) en larvas de peces.

Diversos estudios han mostrado que uno de los principales factores
que afectan el valor nutricional de la presa viva es su contenido en AGE para
los peces marinos (Léger et al., 1986).

En la actualidad se ha determinado que en la mayoria de los casos,
los acidos grasos de mayor importancia a considerar en un estudio de
requerimiento nutricional en larvas de peces son: Aacidos grasos
poliinsaturados (PUFAs n-3 y n-6), acido Docosahexaenoico (DHA, 22:6 n-3),
acido Eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n-3), acido linoleico (18:2 n-6), acido
linolénico (18:3 n-3), acido araquidénico (20:4 n-6) (lzquierdo et al., 1989;
Koven et al.,1989, 1992; Mourente et al., 1993; Rodriguez et al., 1993;
Watanabe, 1993; Izquierdo, 1996; Furita et al, 1996). Estos acidos grasos

son esenciales ya que no pueden ser sintetizados por el organismo y



cumplen un rol fundamental estructural, y también en los componentes de la
membrana de fosfolipidos.

Los acidos grasos son componentes que se encuentran en cantidades
menores en peces marinos, excepto los de la serie n-3 (PUFAs) que son
acidos grasos predominantes en el ambiente marino. Por lo mismo, la
biomembrana de los peces contiene principalmente acidos grasos de cadena
larga (mayor o igual a 20 carbonos). Tal es el caso de los acidos grasos
insaturados (HUFAs), principalmente el acido Docosahexaenoico (DHA, 22:6
n-3) y acido Eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n-3).

También los acidos grasos cumplen importantes roles en la
reproduccion de peces teledsteos. El contenido plasmatico en peces posee
una gran cantidad de acidos grasos que sirven como fuente de energia que
son usados para el desarrollo gonadal (Henderson y Tocher, 1987;
Ballantyne et al.,, 1996). La mayor cantidad de acidos grasos se encuentran
en el huevo y son una importante fuente de energia una vez ocurrida la
fertilizacion.

Los lipidos cumplen importantes funciones: son una fuente importante
de energia (ATP). De hecho, de todos los nutrientes, los lipidos son los
compuestos mas energéticos, el nivel energético global comparativo es:
lipidos 9.5 Kcal/g, proteinas 5,6 Kcal/g, carbohidratos 4,2 Kcal/g. De aqui que
los lipidos se pueden utilizar como fuente de energia, de modo tal que las
proteinas, nutrientes mucho mas valuables, se destinen exclusivamente para

crecimiento. En particular, los &cidos grasos libres, derivados de los



triglicéridos (grasas y aceites) representan la principal fuente de combustible
aerdbico para el metabolismo energético del musculo del pez. Los lipidos son
componentes esenciales de todas las membranas celulares, sirven como
vehiculo biolégico en la absorcién de vitaminas liposolubles A, E y K, son
fuentes de acidos grasos esenciales, y que son indispensables para el
mantenimiento e integridad de las membranas celulares, son ademas
precursores de la hormona prostaglandina. En definitiva, los lipidos son
fuente de energia metabdlica en la formacion de las génadas femeninas de
peces, desarrollo embrionario y son material esencial para la formacion de
células y membrana de tejidos (Sargent, 1995).

Los acidos grasos polinsaturados (AGPI) mas abundante en los tejidos
de los peces y crustaceos, tanto para especies dulceacuicolas como
marinas, pertenecen a la serie (n-3), mientras que los de la serie n-6
generalmente se presentan a una concentracibn mas baja; sin embargo en
ambientes dulceacuicolas, se han reportado niveles mayores de las series n-
6 que la de la serie n-3. Quiza esto no sea sorprendente si se considera que
la dieta de los peces de agua dulce contiene elementos derivados a partir de
fuentes terrestres, que consecuentemente son ricas en acidos grasos de la
serie n-6. De manera general se considera que los acidos grasos de la serie
n-3 permiten un grado mayor de insaturacion (requisito indispensable para
una mayor fluidez de membranas, flexibilidad y permeabilidad a temperaturas
bajas). De hecho, se piensa que el requerimiento nutricional de los peces,

para los acidos las series n-3 de &cidos grasos esenciales, sobre las series



n-6, se debe fundamentalmente a la baja temperatura de su medio acuatico
(en comparaciéon con los mamiferos), por lo que mientras mas baja sea la
temperatura, mayor sera la incorporacion de acidos grasos polinsaturados
(AGPI) de la serie n-3 en los tejidos. Ademas de las diferencias en el
contenido de acidos grasos polinsaturados n-6, en los tejidos de peces
marinos y dulceacuicolas, los peces de agua dulce también muestran
concentraciones mayores de acidos grasos polinsaturados de cadena corta,
de las series n-3 en los tejidos. (http://www.fao.org/docrep/field/003/A
B492S/AB492S502.htm).

Con excepcion de los peces estrictamente carnivoros, los peces de
agua dulce son capaces de alargar y posteriormente desaturar acidos 18:2
n-6 6 18:3 n-3 (dependiendo de la especie de pez) al acido graso 20:4 n-6 y
22:6 n-3 respectivamente. Se piensa que estos acidos grasos altamente
insaturados (AGAI) son responsables de funciones metabdlicas atribuidas a
los AGE, de hecho, para la mayoria de los peces, los AGAI tienen una mayor
actividad de AGE que sus unidades basicas (18:2 n-6 6 18:3 n-3). En
general, los peces dulceacuicolas de agua fria, muestran un requerimiento
casi exclusivo para los AGPI de las series n-3 en su dieta, tal es el caso de
los salmonidos, mientras que las especies dulceacuicolas de zonas calidas,
requieren ambas series de acidos grasos polinsaturados (tanto de la n-3
como de la n-6) por ejemplo carpas y anguilas, o Unicamente las series n-6
como es el caso de la Tilapia. En el caso de peces marinos carnivoros como

es el caso de red seabream, platija, dorada y rodaballo, han perdido la



habilidad para alargar la cadena y desaturar el acido 18:3 n-3, debido a que
los organismos consumidos son ricos en acidos 22:6 n-3 y 20:5 n-3.
Consecuentemente a los peces marinos carnivoros se les deberan
suministrar los acidos grasos 22:6 n-3 6 20:5 n-3 en una forma ya elaborada
(Kanazawa et al., 1985).

A través del el presente estudio se pretende aportar conocimiento en
relacion a los requerimientos nutricionales especificos del pez estuarino
denominado “puye” (Galaxias maculatus).

Galaxias maculatus es conocido en Chile como “puye”, es un
pequeno pez nativo perteneciente al orden osmeriformes y de la familia
Galaxiidae, es diadromico y posee una distribucién circumantartica y habita
en aguas frias del hemisferio sur (Dantagnan et al, 2002). Galaxias
maculatus es una especie carnivora, las larvas recién nacidas de
aproximadamente 6 mm de longitud total, posee un vitelo bastante pequeno
que se termina de absorber en la primera semana de vida y posee la
capacidad inmediata de ingerir presas vivas o inertes después de la eclosién
(Dantagnan et al., 1995). A pocos dias de nacidas, las larvas se muestran
bastante voraces y tienden a presentar un fuerte canibalismo en donde las de
mayor tamafo predan sobre las mas pequefias. La dieta natural de las
poblaciones de puyes consiste basicamente en microcrustaceos (anfipodos,
copépodos y cladéceros) y larvas de insectos. Estas especies pueden
alcanzar su tamano comercial entre los 4 a 6 cm, en aproximadamente 6

meses.



El “puye” por su condicibn de presentar un juvenil cristalino lo
convierte en un simil comercial de la “angula” (larva cristalina de la anguila),
un plato fino de mesa. En los mercados de México y Espana el puye alcanza
precios elevados del orden de los US$ 100 el kilo y no menos de US$ 25 el
kilo como producto congelado. (Bérquez et al.,, 1996) lo que constituye un
especie atractiva para su producciéon comercial.

Esta investigacion pretender abordar el estudio de los requerimientos
de &cidos grasos esenciales en larvas de Galaxias maculatus, a través de
experimentos pilotos de cultivo en larvas alimentadas con rotiferos
enriguecidos con diferentes relaciones de acidos grasos y probados a
diferentes salinidades lo que puedan permitir una mejor sobrevivencia,
crecimiento, resistencia durante la primera etapa del cultivo larval de esta

especie.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

Recientes investigaciones en acidos grasos esenciales (AGE),
han demostrado que especies de peces marinos requieren una alta cantidad
de acidos grasos altamente insaturados (n-3-HUFA) tales como el acido
eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico (DHA) para su normal
crecimiento. La cantidad de acidos grasos requeridos difieren de especie a
especie, especialmente entre peces de agua dulce y peces marinos.

Las larvas de peces marinos son incapaces de sintetizar AGPI,
especialmente de la familia n-3. Estudios realizados en rodaballo han
descrito que a los 11 — 15 dias después de la eclosién, el sistema enzimatico
de esta especie no esta desarrollado, y los niveles totales de enzimas
endogenas son mas bajos en comparacién con la fase adulta (Sargent et al.,
1997), por lo tanto, las larvas a esta edad no pueden producir acidos grasos
de cadena larga de 20 carbonos a partir de acidos grasos de 18 carbonos,
debido a que les falta la enzima C20 - elongaza y 5 - Desaturaza (Sargent et
al., 1997). Los requerimientos minimos de AGPI de la serie n-3 en larvas de
rodaballo son aproximadamente del 1,3% del peso seco de la presa (Le
Millinaire et al., 1983). La sobrevivencia y pigmentacion de esta esta especie
también dependen significativamente de los niveles de dos &cidos grasos de
la serie n-3: Eicosapentaenoico (EPA) y Docosahexaenoico (DHA) los cuales
pueden ser consumidos a través del alimento vivo. Puesto que Brachionus y

Artemia carecen naturalmente de estos dos acidos grasos, deben



necesariamente ser enriquecidos con microalgas (0 mezclas de microalgas)
con contenido de AGPI, o por enriquecedores comerciales balanceados
(Castell et al., 1994). Las relaciones minimas de dieta con contenido de
DHA/EPA en los rotiferos y artemia para el crecimiento normal de las larvas
de rodaballo son 0,4 y 0,7 respectivamente, y con contenido de DHA de 0,5 —
1,0% de peso seco. Otro punto importante a destacar en esta especie es el
problema de albinismo (falta de pigmentacion sobre el lado ocular del pez
plano), los cuales estan directamente relacionado con la dieta, es decir,
cuando falta una proporcién de los componentes nutricionales como DHA,
asi como de vitamina A y ciertos fosfolipidos.

Por otro lado diversos investigadores han usado la relacion DHA/EPA
como un indicador del nivel 6ptimo requerido de EPA y DHA para un normal
crecimiento y desarrollo de la larva (Koven et al., 1993; Rainuzzo et al., 1994;
Reitan et al., 1994). Ademas, la deficiencia de la relacion DHA/EPA produce
anormalidades en el opérculo, afectando la morfologia del pez y su
funcionamiento biologico (Bell et al., 1996), lo cual han sido descritas como
un signo de deficiencia nutricional (Halver et al., 1975). Algunos autores han
teorizado que las deformidades del opérculo son causados por mecanismos
de stress especialmente durante los desoves, transporte o bien operaciones
de rutina del hatcherie (Margor- Jensen, 1993), y se sabe que ciertos acidos
grasos, como el DHA, esta asociada fuertemente a respuestas de estrés.

En especies de agua dulce el acido linolénico (18:3 n-3) es convertido

a DHA via EPA, distinto es el caso de las especies marinas en que la



conversion de EPA a DHA es muy limitada (Kanazawa, 1985), esto se debe
al hecho de que el DHA es usualmente alto en huevos de peces marinos y
éste es rapidamente reducido durante el desarrollo larval ya que este acido
graso (DHA) es utilizado como fuente de energia durante el desarrollo o
convertido en otras importantes sustancias como prostaglandinas (Watanabe
et al., 1978).

Recientes estudios en peces marinos han demostrado que el DHA es
superior al EPA como acido graso esencial para larvas y juveniles de red
seabream vy striped jack. En el caso de las larvas de red seabream, una
alimentaciéon baja en n-3 HUFA produce una baja tasa de crecimiento y
sobrevivencia, en conjunto a enfermedades como la hidropesia. Estas
condiciones pueden mejorar con la incorporacién de EPA y DHA o una mejor
mezcla de n-3 HUFA en los rotiferos. Sin embargo, la incidencia de la
hidropesia no la previene completamente el EPA pero si el DHA (Kanazawa.,
et al 1983b).

Varios trabajos han mostrado que el DHA es el acido graso mas
eficiente que el EPA para red sea bream, rock bream, striped yack y flatfish
(Watanabe et al., 1989 a,b; Takeuchi et al, 1990a,b; Kanazawa, 1993a,b,
1995). Por otra parte, una baja tasa de crecimiento y sobrevivencia se ha
observado en juveniles de striped jack alimentados con una dieta deficiente
en AGE, pero que sin embargo fueron mejorados por la adicion de EPA y
DHA en la dieta. Sin embargo, el suministro sélo de EPA puede generar altas

mortalidades y una baja tasa de crecimiento en el pez. Por esta razon se



considera que es la relacién EPA/DHA lo que mejora el funcionamiento
fisiolégico de esta especie (Watanabe et al., 1985).

Varias técnicas de enriquecimiento han sido desarrolladas para
incrementar el nivel de n-3 HUFA en presas vivas (Takeuchi et al.,, 1992).
Usando estas técnicas, varios estudios se han llevado a cabo para evaluar el
efecto de la ingestién de presas enriquecidas por diferentes larvas de peces
marinos (Furita et al., 1996; Takeuchi et al., 1996). Todos ellos han mostrado
que el pez requiere para su desarrollo altos niveles de n-3 HUFA, y que la
eficacia del DHA es superior que el EPA (Watanabe, 1993; Sargent, 1995;
Takeuchi, 1996). En este sentido, las larvas alimentadas con una dieta baja
en DHA muestra una baja vitalidad (Watanabe, 1993) y baja sobrevivencia al
estrés (Furita et al., 1998). Recientes estudios han mostrado que una
deficiencia de DHA afecta también la visién (Bell et al., 1995). EI DHA es
encontrado mayormente en tejidos neurales de peces con pigmentaciéon
normal que en aquellos peces no pigmentados (Estevez y Kanazawa, 1996).
También se ha sugerido que el DHA puede jugar importantes roles en el
desarrollo del sistema nervioso, y la pigmentacion.

Varios estudios han sido conducidos para estudiar los requerimientos
de acidos grasos esenciales en larvas de peces marinos (Koven et al., 1989;
Izquierdo et al., 1992) pero no si en larvas de peces de agua dulce. Alguno
de ellos han indicado que los requerimientos de AGE difieren no solamente
entre especie sino que también entre los estados de crecimiento (Gatesoupe

y Le Milinaire, 1985; Izquierdo et al., 1989).



A la luz de los antecedentes descritos anteriormente, este trabajo estudiara el
efecto de la relacion EPA/DHA en la dieta en distintas condiciones de
salinidad y se espera que la respuesta de crecimiento, sobrevivencia y
sobrevivencia a un estimulo de estrés sean diferentes de acuerdo a la
salinidad en que las larvas son cultivadas, considerando el efecto de la
salinidad como un factor gatillante de modificaciones a los procesos

metabdlicos.



3. HIPOTESIS

3.1. Relacionado con la Dieta.

Ho = Relaciones distintas de EPA/DHA en la dieta no influyen directamente
en el crecimiento, sobrevivencia y sobrevivencia frente a un estimulo de

estrés en larvas de puye durante los primeros dias de cultivo.

H; = Relaciones distintas de EPA/DHA en la dieta influyen directamente en
el crecimiento, sobrevivencia y sobrevivencia frente a un estimulo de estrés

en larvas de puye durante los primeros dias de cultivo.

3.2. Relacionado con la salinidad.

Ho = La salinidad no ejerce un efecto directo en el crecimiento, sobrevivencia
y sobrevivencia al estrés en larvas de puye durante los primeros dias de

cultivo.

H; = La salinidad ejerce un efecto directo en el crecimiento, sobrevivencia y
sobrevivencia al estrés en larvas de puye durante los primeros dias de

cultivo.



3.3. Interaccion entre dieta y salinidad.

Ho = La dieta y salinidad no ejercen efectos interactivos positivos en el
crecimiento, sobrevivencia y sobrevivencia frente a un estimulo de estrés en

larvas de puye durante los primeros dias cultivo.

Hi = La dieta y salinidad ejercen efectos interactivos positivos en el
crecimiento, sobrevivencia y sobrevivencia frente a un estimulo de estrés en

larvas de puye durante los primeros dias cultivo.



4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de tres relaciones EPA/DHA, en el cultivo larvario del puye

(Galaxias maculatus) realizado a diferentes salinidades.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Establecer la relacion EPA/DHA, con la cual se logra la mejor
sobrevivencia, crecimiento y sobrevivencia a un estimulo de estrés a

diferentes salinidades.

2.- Establecer si la salinidad ejerce un efecto sobre los requerimientos de la

relacion EPA/DHA en larvas de G. maculatus.



5. MATERIAL Y METODOS

El estudio se realizd en el Hatchery de la Escuela de Acuicultura de la
Universidad Catdlica de Temuco. Cabe mencionar que las larvas fueron
obtenidas a partir de huevos provenientes de reproductores silvestres de la
piscicultura Faja Maisan, los cuales fueron puestos a incubar en un sistema
humedo, aspersando varias veces al dia. Durante este tiempo se protegieron
de la luz y se evitb en todo momento cualquier tipo de movimiento.
Posteriormente, pasada las 250 UTM (unidades térmicas acumuladas) las
ovas con ojo fueron colocadas en un acuario con agua a 10%y el cual se

acondiciono luz artificial para su eclosion.

5.1. Cultivo de Rotiferos

Los rotiferos fueron cultivados en dos estanques conicos de 60 litros a
una densidad de 100 a 150 rotiferos/ml, mantenidos con agua a 20%
aireada y preparada con agua de pozo y sal marina. Previo a esto, el agua de
pozo fue filtrada a 10, 5 y 1 ym., y mantenidos a una temperatura de cultivo
de 25°C. Se llevé diariamente un registro de las densidades de rotiferos/ml,
namero de hembras ovigeras, cantidad de alimento a entregar, temperatura

diaria y salinidad.



Los rotiferos diariamente fueron alimentados con levadura de pan
(Saccharomyces cerevisiae) y con renovacion de agua cada 5 dias y
despiche diarios, para la eliminacion de todos los desechos acumulados en el

fondo del estanque durante el dia.
5.2. Conteo y Preparacion de Rotiferos

Diariamente se tomd una muestra de 4 ml de cultivo en cada estanque
para proceder a su conteo individual, observandose bajo lupa la movilidad de
los rotiferos y la presencia de protozoos. Este conteo se realiz6 diariamente
para conocer la densidad total de rotiferos en cada estanque de cultivo. Para
poder determinar la cantidad de organismos a cosechar fue necesario
establecer la concentracién de alimento diario para cada larva, por lo tanto se

establecié el siguiente protocolo de alimentacién durante el cultivo larvario:

5
5 rot/ml 10 rot/ml 15 rot/ml 20 rot/ml



Una vez obtenido el volumen a cosechar, los rotiferos fueron pasados
suavemente por el tamiz cuya apertura de poro fue de 52 uym. y finalmente
depositados en un vaso precipitado de 500 ml a una salinidad de 20%, para

su posterior enriquecimiento.

5.3. Enriquecimiento y Preparacion de Dietas.

Para enriquecer a los rotiferos se trabajé con tres enriqguecedores que
poseian diferentes relaciones EPA/DHA (Tabla N° 1). Cada una de ellas
contenia tres ingredientes: Mezcla de aceites ricos en acidos grasos (90%),
un pre mix vitaminico (6%) y un emulsionante que para este caso fue la
lecitina de soya (4%).

Los aceites utilizados para las mezclas de cada una de las relaciones
fueron:

a.- ROPUFA 25n-6 Inf: Aceite rico en ésteres metilicos de la serie n-6 HUFA
con un 59,3% de PUFA (obtenido de ROCHE Ltda., Santiago, Chile).

b.- EPA 28: Mezcla comercial de triacilglicéridos con un 45% de n-3 HUFA
(Nippai Co. Ltda. Tokio, Japdn).

c.- ROPUFA 30n-3Inf: Aceite refinado rico en ésteres metilicos con un 35%
de PUFA, alto en n-3 (Obtenido en ROCHE Ltda., Santiago, Chile).

Los tres ingredientes fueron diluidos en 100 ml de agua destilada (para cada

estanque) y homogeneizados con una batidora Modelo BRAUN MR 400C, vy



se procedié a enriquecer a los rotiferos por un tiempo de 18 a 24 horas,

utilizando el método directo descrito por Watanabe et al. (1982).

Relacion | ROPUFA 30n-3 | ROPUFA 25 n-6 oil EPA 28

EPA/DHA (%) (%) (%)
0,64 I E—
2,02 86,81 | 13,93
2,18 70,79 7,92 21,29

Tabla N21: Mezclas de aceites utilizados para la preparacion de las dietas con
diferentes relaciones EPA/DHA obtenidas en cada dieta.

5.4. Evaluacion del Perfil de los Acidos grasos a los Rotiferos.

Se determiné el perfil de acidos grasos en los rotiferos enriquecidos
(Tabla N°2). En las tres dietas se identificdé y se cuantificaron los acidos
grasos de mayor importancia en este estudio que son de la serie n-3 (EPA 'y
DHA). Cabe mencionar que estas dietas fueron ricas en &acidos grasos
monoinsaturados que correspondié entre los 11,56% y 11,85% de las
mezclas totales, no obstante, presenta una cantidad considerable de acidos
grasos polinsaturados de la serie n-3 y n-6 entre 3,17% y 4,11%. Cabe
mencionar que se obtuvo un nivel de n-3 HUFA relativamente constante en
un rango de 2,44 y 2,96%. El EPA, DHA y &cido linoleico representaron la

mayor cantidad de n-3 HUFA, para el caso de EPA comprendi6 entre 0,95 a



1,45%, para el DHA de un 0,60 a un 1,49% y para el linoleico (18:2n-6) de un

0,51 a un 0,92%.

Acidos grasos Relacion 0,64 Relacion 2,02 Relacion 2,18
Saturados Promedio D.S. | Promedio D.S. | Promedio D.S.
C12:.0 Ac Dodecanoico 0,12 0,02 0,04 0,10 |0,10 0,10
C14:0 Ac Tetradecanoico 0,60 0,13 0,60 0,82 (0,78 0,91
C16:0  Ac Palmitico 4,34 0,40 | 2,50 2,69 |3,18 3,55
C18:0 Ac Estearico 3,30 0,20 | 1,36 1,30 |1,64 1,76
C20:0 Ac Eicosanoico 0,11 0,01 (0,34 0,69 (0,62 0,47
C22:0 Ac Docosaenoico 0,23 0,04 0,09 0,25 |0,23 0,12
C24:0 Ac Tetracosanoico 0,20 0,03 [ 0,08 0,12 |0,00 0,00
Total Saturados 8,90 0,83 | 5,01 5,97 |6,55 6,91
Monoinsaturados
C14:1 Ac Tetradecenoico 0,04 0,02 0,00 0,00 |0,00 0,00
C16:1 Ac Palmitoleico 3,35 0,85 | 5,04 6,81 4,33 4,93
C18:1n-9 Ac Oleico 6,03 0,85 | 4,77 5,77 5,18 5,57
C18:1n-7 Ac Oleico 1,35 0,25 | 1,04 1,21 1,04 1,18
C20:1n-9 Ac Eicosaenoico 0,82 0,05 | 0,71 0,76 |0,60 0,69
C22:1n-9 Ac Erdcico 0,18 0,02 |0,18 0,19 |0,11 0,09
C24:1 Ac Tetracosaenoico |0,08 0,00 0,10 0,09 0,30 0,06
Total Monoinsaturados 11,85 2,04 (11,84 14,83 |11,56 12,52
Polinsaturados
C18:2n-6 Ac Linoleico 0,92 0,15 | 0,51 0,61 |0,68 0,76
(C18:3n-6 Ac Linolénico 0,04 0,01 | 0,31 0,18 |0,19 0,20
(C18:3n-3 Ac Linoleico 0,29 0,05 | 0,05 0,10 |0,11 0,12
C20:2n-6 Ac Eicosadienoico 0,07 0,02 0,00 0,00 |0,00 0,00
(C20:3n-3 Ac Eicosatrienoico 0,09 0,07 | 0,11 0,10 |0,10 0,11
(C20:3n-6 Ac Eicosatrienoico 0,01 0,01 0,00 0,00 |0,00 0,00
C20:4n-6 Ac Eicosatetraenoico | 0,07 0,01 (0,17 0,39 (0,37 0,26
C20:5n-3 Ac Eicosapentanoico | 0,95 0,20 | 1,21 1,25 |1,45 1,65
C22:2n-6 Ac Docosadienoico 0,00 0,00 0,00 0,00 |0,00 0,00
C22:4n-6 0,05 0,07 | 0,00 0,00 [0,00 0,00
Ac Docosatetraenoico
C22:5n-3 0,13 0,08 | 0,21 0,20 | 0,26 0,29
Ac Docosapentaenoico
C22:6n-3 1,49 0,30 | 0,60 0,57 |0,66 0,75
Ac Docosahexaenoico
Total Polinsaturados 411 0.97 (3,17 3,40 |3,82 414
Sumatoria n-3 2,96 0,62 (2,44 2,29 [2,65 3,00
Sumatoria n-6 1,17 0,05 (0,74 1,11 |1,16 1,14
n-3/n-6 2,54 0,43 | 3,31 2,07 2,29 2,64
EPA/DHA 0,64 0,01 | 2,02 221 12,18 2,19
% Lipidos Base Seca 24,92 2,94 | 22,11 2,09 (22,74 0,84

Tabla N°2: Resumen del perfil &cidos grasos de rotiferos enriquecidos utilizados
como alimento en el experimento con tres relaciones distintas de EPA/DHA.




5.5. Diseho Experimental

Se prepararon tres relaciones EPA/DHA, los cuales se probaron en
tres salinidades distintas. Las salinidades utilizadas en este experimento
fueron 0, 10 y 15%, y las tres relaciones EPA/DHA fueron 0,64; 2,02 y 2,18
los cuales se utilizaron durante 20 dias desde el comienzo de la eclosion
(Tabla N93). En definitiva, se trabajé con tres dietas y tres salinidades

distintas, por lo tanto se utilizaron 9 unidades experimentales.

RELACIONES SALINIDAD SALINIDAD SALINIDAD
EPA/DHA 000 10%40 15%50
0,64 X X X
2,02 X X X
2,18 X X X

Tabla N23: Combinaciones de salinidad y relaciones EPA/DHA probadas.

5.6. Condiciones de Cultivo

Una vez eclosionadas las larva provenientes de reproductores
silvestres de origen estuarial, se les midié la longitud total (mm) con un pie de
metro digital y fueron sembradas en estanques de 5 litros a una densidad

larval de 60 larvas/It., y mantenidas con aireacién permanente por medio de



una bomba de aire, la temperatura fluctu6é entre 14 a 17 °C. Los estanques
fueron dispuestos en un “rack” de madera lo cual contenia los 9 estanques
con larvas y su aireacién respectiva (Figura N°1) Se realizaron cambios de
agua cada tres dias para mantener la limpieza de los estanques, eliminar
mortalidad y evitar proliferacion de enfermedades. El experimento dur6é 20
dias. Cabe mencionar que el diseno experimental del cultivo larvario se

realiz6 durante el mes de Abril del afio 2002.
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Figura N° 1: Esquema de infraestructura de cultivo larvario. Vista en planta (a) y

vista frontal (b).
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5.7. Parametros Evaluados

5.71 Sobrevivencia
Este parametro se evalu6 contabilizando el nimero inicial de larvas a
cada estanque (60 larvas por estanque), y al finalizar el experimento (dia 20)
se contabilizé el numero de larvas que sobrevivieron al tratamiento,
determinandose asi el porcentaje de larvas vivas que quedaron en cada

estanque en relacién al nimero inicial.

5.7.2 Crecimiento
Se evalué midiendo la longitud inicial (mm) de un grupo de veinte
larvas escogidas al azar al inicio del experimento y la longitud final al término
de éste. La tasa de crecimiento especifico se determind mediante la siguiente

formula:

ICE=InLf —InLi
At Lf : longitud final
Li : longitud inicial

5.7.3 Sobrevivencia al estimulo del estrés
Al dia 20 (término del experimento) se someti6 a un Test de
resistencia, que consistid en dejar las larvas expuestas al aire por treinta
segundos y devolverlas al estanque (Kanazawa, 1977). Luego de una hora

de estabilizacién de las larvas, se contabilizaron las que sobrevivieron y se



calculd el porcentaje en relacion al numero de larvas iniciales que

sobrevivieron al test.

5.7.4 Analisis Estadistico

Los resultados obtenidos fueron evaluados estadisticamente mediante
analisis de varianza de dos factores (previa revisibn de los supuestos
tedricos) con la finalidad de poder comparar dos 0 mas medias y determinar
si existen diferencias significativas entre los diferentes tratamientos con un
nivel de confianza de un 95%. Se utiliz6 este método por que permite
comparar varias medias en diversas situaciones; muy ligado, por tanto, al
diseno de experimentos y, de alguna manera, es la base del analisis multi
variante. Para detectar diferencias entre tratamientos, se procedi6 a utilizar la

prueba de Tukey.



6. RESULTADOS

6.1. Sobrevivencia Total

De acuerdo a la sobrevivencia total, se realizé el test de ANOVA de
dos vias para ver si existen diferencias entre los tratamientos y por ende si
afecta o no la dieta y la salinidad en la sobrevivencia total. El analisis arrojé
diferencias significativas (p< 0,05) entre las dietas, entre las salinidades y
también diferencias altamente significativas en la interaccion de ambas
variables (tabla N°3), lo que indica que la salinidad y la dieta tiene un efecto
interactivo positivo, ya sea en conjunto o por separado, en la sobrevivencia

total de las larvas.

Efectos Df Efectos MS Df MS F Nivel-p
(n-1) Efectos | Error Error
Dieta (1) 2 0.185163 15 0.009623 | 1.924.151 | 0.000072
Salinidad (2) 2 0.116507 15 0.009623 |1.210.698 | 0.000741
Interaccion 4 0.336659 15 0.009623 |3.498.450 | 0.000000
(1-2)

Tabla N°3: Analisis de varianza de los efectos de la dieta, salinidad e interacciéon de
ambas en el porcentaje de la sobrevivencia total.

El paso siguiente fue realizar la prueba de Tukey para determinar
entre qué medias existen diferencias significativas (p<0,05). En la tabla N° 4
muestra el porcentaje de sobrevivencia total de las tres dietas en las tres

salinidades:




(*/o0)

%
Sobrevivencia
Tratamiento

%
Sobrevivencia
Tratamiento

%
Sobrevivencia
Tratamiento

EPA/DHA EPA/DHA EPA/DHA

(0,64) (2,02) (2,18)
0 3,13+2,65 87,36+8,56 82,22+5,28
10 66,46+6,79 66,88+2,65 45,14+2,78
15 44,72+6,17 35,00+1,67 33,33+6,25

Tabla N2 4: Porcentaje de sobrevivencia de larvas cultivadas a diferentes
salinidades y alimentadas con tres dietas ricas en acidos grasos (EPA/DHA).

Analisis Horizontal: Se encontraron diferencias significativas (p<0,05) en
larvas mantenidas a una salinidad de 0%y (Figura N°1, gréfico a) con la
relacion EPA/DHA 0,64 se encontr6 una baja sobrevivencia de solo
3,13+2,65%, siendo diferente significativamente (p<0,05) de las larvas
alimentadas con relaciones EPA/DHA de 2,02 y 2,18 a esa misma salinidad.
Esto indica que las larvas respondieron mejor a la relacion EPA/DHA 2,02,
con la cual se obtuvo un 87,36+8,56% de sobrevivencia y con la relacién
EPA/DHA 2,18 un 82,22+5,28% respectivamente. En definitiva, cuando las
larvas son cultivadas a una salinidad de 0%y, la sobrevivencia se ve
directamente afectada por la dieta. De hecho, las mejores sobrevivencias
totales se obtuvieron cuando las larvas fueron alimentadas con un mayor
nivel de EPA que de DHA. Por otro lado, las larvas cultivadas a salinidades
de 10%y (grafico b) no se encontraron diferencias significativas mayores
entre los tratamientos (p>0,05), pero cabe mencionar el bajo porcentaje de

sobrevivencia de la relacion EPA/DHA 2,18 que arroj6é un porcentaje menor



de sobrevivencia de un 45,14+2,78% con respecto a los otros tratamientos.
Tampoco se encontraron diferencias significativas (p>0,05) en larvas
cultivadas a salinidades de 15%y0 (grafico c) pero es necesario mencionar
sin embargo que la mayor sobrevivencia se encontr6 en la dieta cuya
relacion EPA/DHA fue 0,64 con un 44,72+6,17% lo que indica que en
salinidades de 10 y 15%o la sobrevivencia no se ve afectada por la dieta ya
que no se observaron diferencias significativas (p>0,05), pero que
aparentemente hay una tendencia a mejorar la sobrevivencia con la relacién
EPA/DHA baja.

Andlisis Vertical: Ahora si evaluamos la sobrevivencia de una misma dieta a
salinidades distintas (analisis vertical) se puede observar claramente que
existen también diferencias significativas (p<0,05). Las distintas relaciones
EPA/DHA tienen efectos diferentes en salinidades distintas., Las larvas
alimentadas con la relacion EPA/DHA 0,64 arrojoé una baja sobrevivencia de
un 3,13+2,65% a una salinidad de 0% con respecto a larvas cultivadas a
salinidades de 10%yo cuya sobrevivencia fue de 66,46+6,79% y larvas
cultivadas a salinidades de 15%y el cual la sobrevivencia fue de
44,72+6,17%. Por otro lado, se encontraron en larvas alimentadas con una
relacion 2,02 diferencias significativas (p<0,05) a salinidad de 15%go respecto
a larvas cultivadas a 0y 10%go. A 15%g0 la sobrevivencia fue de 35,00+1,67%
y fue menor a las larvas cultivadas a salinidades de 0 y 10%g0. En relacién a
las larvas alimentadas con la relacion EPA/DHA 2,18 se encontraron

diferencias significativas (P< 0,05) con respecto a larvas mantenidas a 0%



el cual su sobrevivencia fue mucho mayor al compararlas con las larvas

mantenidas a salinidades mas altas de 10 y 15%go.
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Figura N2 1: Porcentaje de Sobrevivencia de larvas a los 20 dias post eclosion,
cultivadas en tres salinidades y tres relaciones de EPA/DHA distintas. Letras
diferentes minusculas de color negro indican diferencias significativas (p<0,05) en
larvas mantenidas a una misma salinidad con tratamientos diferentes (analisis
horizontal). Letras diferentes mayusculas de color rojo indican diferencias
significativas (p<0,05) de larvas mantenidas a diferentes salinidades con una misma
dieta (andlisis vertical).



6.2. Crecimiento

De acuerdo al indice de crecimiento de larvas de “puye”, el andlisis de

varianza a dos vias arrojé diferencias altamente significativas (p<0,05) con

interacciones positivas entre el efecto de la dieta y salinidad, y que a su vez,

estos factores ejercen efectos en forma separada sobre el crecimiento de las

larvas de “puye” (Tabla N°5):

Efectos Df Efectos MS Df MS F Nivel-p
(n-1) Efectos Error Error
Dieta (1) 2 1.441.556 | 425 | 0.205232 | 702.405 | 0.000000
Salinidad (2) 2 3.238.409 | 425 | 0.205232 | 1.577.929 | 0.000000
Interaccién 4 1.543.728 | 425 | 0.205232 | 752.188 | 0.000000

(1-2)

Tabla N° 5: Andlisis de varianza de los efectos de la dieta, salinidad e interaccién de
ambas en el indice de crecimiento especifico.

Con respecto al crecimiento larval del “puye” durante los 20 dias de cultivo

experimental y por medio de la prueba de Tukey se encontraron diferencias

significativas (p<0,05) con respecto a la tasa de crecimiento de larvas

mantenidas tres salinidades y con relaciones distintas de EPA/DHA (Tabla

N26):




Tasa de Tasa de Tasa de
(0/00) crecimiento crecimiento crecimiento
Tratamiento Tratamiento Tratamiento
EPA/DHA EPA/DHA EPA/DHA
(0,64) (2,02) (2,18)
0 1,42+0,42 2,81+0,51 2,7040,55
10 1,52+0,49 2,44+0,41 2,63+0,47
15 1,84+0,30 1,24+0,42 1,32+0,43

Tabla N2 6: Tasa de crecimiento de larvas cultivadas a diferentes salinidades y
alimentadas con tres dietas ricas en &cidos grasos (EPA/DHA).

Andlisis Horizontal: En la Figura N°2 (grafico d) se encontraron diferencias
significativas (p<0,05) en salinidad 0%y lo que indica que la relacién
EPA/DHA 0,64 obtuvo una baja tasa de crecimiento especifico que
corresponde a un 1,42+0,42 a diferencia a las relaciones EPA/DHA 2,02 que
en esa misma salinidad obtuvo una mayor tasa de crecimiento (2,81+0,51) y
que resulté ser en definitiva la mejor tasa de crecimiento especifico. Para la
relacion EPA/DHA 2,18 fue de un 2,7+0,55 y no hubo diferencias
significativas con la relacién 2,02 (p>0,05). En la salinidad de 10%go
(gréfico e) también se encontraron diferencias significativas con la relacion de
EPA/DHA 0,64 se obtuvo tasas de crecimientos mas bajos, a diferencia de la
relacion EPA/DHA 2,02 y 2,18 con las cuales las larvas respondieron de una
mejor manera. En salinidad de 15%g Se encontraron diferencias significativas
con la relacion EPA/DHA 2,02 cuya tasa de crecimiento fue la mas baja

(1,24+ 0,42). Sin embargo cabe mencionar que las mejores tasas de



crecimiento se obtuvieron en las salinidades 0 y 10%o con cantidades
mayores de EPA que de DHA (Tabla N ).

Analisis Vertical: Si los gréaficos se analizan en forma vertical, se puede
apreciar que existen diferencias significativas (p<0,05) con respecto a larvas
cultivadas con una misma dieta pero mantenidas a salinidades diferentes.
Larvas mantenidas a salinidades de 15%g con una relacién EPA/DHA 0,64
presentd una tasa de crecimiento relativamente alta de 1,84+0,30 al
compararlas con las salinidades de 0 y 10%p, no encontrandose asi
diferencias significativas entre éstas ultimas (p>0,05), esto indica que si se
compara el efecto de cada una de las dietas en las diferentes salinidades, se
observara que cuando las larvas son cultivadas con dietas en que el DHA es
considerablemente mayor que el EPA, la tasa de crecimiento es
significativamente mayor (p<0,05) a 15%g. Por otro lado, las larvas
mantenidas con una dieta cuya relacion es EPA/DHA 2,02 también arroj6é
diferencias significativas (p<0,05). En este caso, la mejor tasa de crecimiento
se alcanzo a la salinidad 0%, con un 2,81+0,51 seqguido de la salinidad de
10%0, con un 2,44+0,41, esto indica que cuando las larvas son cultivadas
con una dieta en que el EPA es mayor al DHA, la mejor tasa de crecimiento
se vera reflejada en estas salinidades, siendo significativamente mayor
(p<0,05) que la alcanzada a 15%y. No obstante al analizar la relacion
EPA/DHA 2,18 se encontraron diferencias significativas a los 15%g, que
obtuvo una tasa de crecimiento de un 1,32+0,43 y fue bajo al compararlas

con las salinidades 0y 10%g0 (p<0,05) y por consiguiente entre éstas Ultimas



no se encontraron diferencias significativas (p>0,05). Al observar los tres
graficos (figura N°2) se puede apreciar que en las tres salinidades el
crecimiento se ve directamente afectado por la dieta, es decir, cuando las
larvas son cultivadas a 0 y 10%, las mejores tasas de crecimiento se
obtienen con las relaciones EPA/DHA de 2,02 y 2,18, mientras que con la
relacion EPA/DHA 0,64 se obtuvieron las tasas de crecimiento mas bajas en

ambas salinidades.
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Figura N2 2: Tasa de crecimiento especifico de larvas a los 20 dias post eclosién,
cultivadas en tres salinidades y tres relaciones de EPA/DHA distintas. Letras
diferentes minusculas de color negro indican diferencias significativas (p<0,05) en
larvas mantenidas a una misma salinidad con tratamientos diferentes. Letras
diferentes mayusculas de color rojo indican diferencias significativas (p<0,05)
(analisis vertical) de larvas mantenidas a diferentes salinidades con una misma
dieta.



6.3. Sobrevivencia al estrés

De acuerdo al andlisis de varianza (Tabla N°7) se encontraron diferencias
significativas (p<0,05) con interacciones positivas lo que indica que la dieta y
salinidad ejercen un efecto conjunto sobre la tolerancia al estimulo de estrés

y al mismo tiempo éstos ejercen efectos por separado:

Efectos Df Efectos MS Df MS F Nivel-p
(n-1) Efectos Error Error
Dieta (1) 2 0.026166 15 0.004125 | 634.372 | 0.010082
Salinidad (2) 2 0.129996 15 0.004125 | 3.151.608 | 0.000004
Interaccién 4 0.224997 15 0.004125 | 5.454.802 | 0.000000
(1-2)

Tabla N2 7: Andlisis de varianza de los efectos de la dieta, salinidad e interacciéon de
ambas en el porcentaje de sobrevivencia al test de resistencia.

Analizando el porcentaje de sobrevivencia mediante la prueba del test de
resistencia y por medio de la prueba de Tukey se encontraron diferencias
significativas (p<0,05) con respecto a las salinidades estudiadas y las dietas

con diferentes relaciones EPA/DHA (Tabla N° 8):




% % %
(loo) Sobrevivencia | Sobrevivencia | Sobrevivencia
al Test al Test al Test
Tratamiento Tratamiento Tratamiento
EPA/DHA EPA/DHA EPA/DHA
(0,64) (2,02) (2,18)
0 25,00+11,74 87,86+3,61 85,26+2,10
10 93,68+3,19 87,87+3,61 81,24+3,80
15 90,37+3,99 70,10+5,24 56,39+8,12

Tabla N2 8: Tasa de crecimiento de larvas cultivadas a diferentes salinidades y
alimentadas con tres dietas ricas en acidos grasos (EPA/DHA).

Analisis Horizontal: En la Figura 3 (grafico g) se encontraron diferencias
significativas (p<0,05) al analizar las larvas mantenidas a una salinidad de
0%o con una relacion de EPA/DHA 0,64 el cual el porcentaje de
sobrevivencia al test fue de 25,00+11,74% (el cual alcanzd la menor
sobrevivencia al estimulo de estrés) en comparacién con las relaciones
EPA/DHA 2,02 que obtuvo un porcentaje de un 87,86+3,61% y la relacion
EPA/DHA 2,18 un 85,26+2,10%. Las larvas mantenidas a salinidad de 10%go
(gréfico h) arrojé diferencias significativas menores (p<0,05) lo cual indica
que a esta salinidad el porcentaje de sobrevivencia fue mejor para la relacién
EPA/DHA 0,64 con una sobrevivencia de un 93,68+3,19%; EPA/DHA 2,02 un
87,87+3,61% y la relacién EPA/DHA 2,18 con un 81,24+3,80%. Al analizar la
salinidad a 15%y se puede establecer que existen también diferencias

significativas (p<0,05) con la relacion EPA/DHA 2,18 lo cual obtuvo un

porcentaje de sobrevivencia de un 56,39+8,12 lo cual fue bajo si se compara



con las relaciones EPA/DHA 2,02 que obtuvo un 70,10+5,24% y EPA/DHA
2,18 con un 90,37+3,99%.

Analisis Vertical: Si se analiza en forma vertical una misma dieta pero a
diferentes salinidades se puede encontrar que existen diferencias
significativas bastante grandes (p<0,05) en cuanto a la salinidad de 0%
obtuvo para la relacion EPA/DHA 0,64 una sobrevivencia de 25,00+11,74%
que difiere de las larvas mantenidas a salinidades de 10 y 15%p que
obtuvieron una sobrevivencia alta que corresponde a 93,68+3,19 para la
relacion EPA/DHA 2,02 y un 90,37+3,99% para la relacion EPA/DHA 2,18.
Las larvas mantenidas a salinidades de 15%gq arrojo diferencias significativas
(p<0,05) en relacion a la dieta cuya relacion EPA/DHA es 2,02 que obtuvo
un porcentaje de sobrevivencia de 70,10+5,24% lo que fue menor si se
compara con las otras salinidades, por lo tanto entre las salinidades 0 y 10%go
no se encontraron diferencias significativas (p>0,05). Finalmente se
encontraron diferencias significativas en la dieta con la relacion EPA/DHA
2,18 el cual el porcentaje de sobrevivencia mas bajo se encontr6 a
salinidades de 15%go con un 56,39+8,12% a diferencia de las salinidades 0 y
10%0 que se obtuvieron 85,26+2,10% para el caso de la salinidad 0%y vy
81,24+3,80% para salinidad de 10%go.

En consecuencia, cuando las larvas son cultivadas a 10 y 15%, la
sobrevivencia al estrés es mayor cuando el DHA es mas abundante que el
EPA, es decir, con la relacion 0,64, alcanzando un 93,68+3,19 vy

90,37+3,99% respectivamente (p<0,05) a la sobrevivencia obtenida con la



relacion 2,18, con la cual, en ambas salinidades se alcanza la menor
sobrevivencia que fue de 81,24+3,80 y 56,39+8,12% respectivamente (Tabla

N°g).
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7. DISCUSION

La alimentacién larvaria exégena de peces se considera desde el
momento en que las larvas comienzan a alimentarse por si mismas, aun
cuando estén haciendo uso de sus reservas vitelinicas (alimentacion
enddgena), el inicio de este momento es variable entre las diferentes
especies y no dependen necesariamente del momento de la absorcién del
saco vitelinico, incluso puede comenzar en algunos casos cuando la larva
recién eclosiona y su reserva vitelinica estd 100%. La capacidad de la larva
de aceptar el alimento vivo o inerte en los inicios de la alimentacion desde el
punto de vista de la especie depende de aspectos anatémicos- fisioldgicos,
tales como: apertura y funcionalidad de la boca, el desarrollo de 6rganos
sensoriales (Segner et al., 1993), el estado morfoldgico y funcional del
intestino (Kanazawa, 1995), musculatura y capacidad de respiracién, etc. En
este sentido, larvas que pueden llegar a consumir un determinado alimento y
si la funcionalidad digestiva es limitada, las larvas seran mal nutridas e
incapaces de sobrevivir a estados de mayor desarrollo. De igual modo,
factores externos a la larva juegan un rol fundamental de su capacidad de
alimentacion y por lo tanto, el éxito de su desarrollo, entre los cuales esta la
calidad del agua, tamafo y abundancia de las presas, calidad nutritiva de
ellas (Watanabe y Kiron, 1994; Izquierdo, 1996), calidad de la puesta (la cual
podria depender de multiples factores), densidad larval, etc. (Espinoza et al.,
1987). Cabe hacer mencion de estudios realizados en Galaxias maculatus,

Dantagnan et al. (1995), demostré que la larva es capaz de consumir



alimento inerte, incluso desde el primer dia después de la eclosién, aunque
mortalidades de hasta 100% fueron encontradas a los 10 dias después de la
absorcion del saco.

Estudios indican que la mayoria de las larvas de peces requieren el
uso de alimento vivo, el rotifero Brachionus plicatilis y nauplio de artemia que
son los organismos mas usados para éstos propositos. Varios estudios han
indicado que el factor critico desde el punto de vista del valor dietario de
estos organismos es su bajo contenido de (n-3) HUFA que puede ser
modificado por varias técnicas (Watanabe et al., 1983a; Rainuzzo et al.,
1994, 1997; Frolov et al., 1991), por lo tanto, ellos son capaces de incorporar
y transmitir lipidos a las larvas (Kanazawa, 1997; Leger et al, 1979).
Ademas, el rotifero, puede llegar a acumular ciertos acidos grasos altamente
insaturados como el DHA, sin que se produzca modificaciones metabdlicas
importantes, a diferencia de los nauplio de artemia que normalmente si son
capaces de catabolizar y modificar este tipo de acido graso (Eviemo et al.,
1997). En esta investigacion se encontrd6 en general, que las larvas
obtuvieron una buena sobrevivencia en las tres salinidades, aunque con
proporciones de EPA/DHA diferentes, lo que coincide con lo descrito por
Reitan, (1994), los cuales indican que al incorporar nutrientes ricos en (n-3)
HUFA a los rotiferos, pueden mostrar un mejoramiento en el crecimiento y
sobrevivencia en larvas de saco. Por otro lado, Rodriguez et al. (1993)

sefala que los rotiferos son capaces de incorporar acidos grasos



proporcionalmente a lo entregado por la dieta y éstos a su vez servir de
nutrientes para las larvas.

Con respecto a los resultados de sobrevivencia especifico obtenidos
después de 20 dias, se encontré que larvas mantenidas a 0% con una
relacion EPA/DHA 0,64 arroj6é una baja sobrevivencia de un 3,13% esto se
puede deber a que la dieta fue elaborada con un nivel de EPA mas bajo que
DHA (0,95% y 1,49% respectivamente). Estos resultados se pueden avalar
con lo descrito por Sargent et al. (1993b, 1995) el cual menciona que los
peces marinos no son capaces de convertir el acido linolénico (18:3 n-3) al
acido eicosapentaenoico (20:5 n-3) por lo que el EPA se considera una acido
graso esencial, esto se debe a que los peces carecen de las enzimas C20 -
elongaza y 5 — desaturaza (Sargent et al., 1997). Por consiguiente, el EPA
debe ser incorporado en la dieta y en cantidad proporcionada, probablemente
mayor a 1%. En definitiva, los peces marinos, en especial los carnivoros, han
perdido la habilidad para alargar la cadena y desaturar aun mas el acido
graso altamente insaturado correspondiente, lo contrario ocurre en peces de
agua dulce, lo cual la sobrevivencia dependera, de hecho, de altos niveles de
EPA mas que de DHA, los cuales deberan ser consumidos a través del
alimento vivo.

En efecto, las larvas alimentadas con una dieta bajo en acidos grasos
polinsaturados, especialmente EPA da como resultado un nivel de
sobrevivencia menor en larvas de “puye” cultivados en agua dulce, lo que

coincide con lo establecido por Izquierdo (1996) y Kanazawa (1985), quienes



mencionan que las larvas alimentadas con bajo nivel de EPA y DHA generan
altas mortalidades, bajas tasas de crecimiento y pigmentacién negro/oscuro
(stress) en rodaballo. Inversamente con lo establecido anteriormente, las
mejores sobrevivencias se obtuvieron en salinidades de 0% con una
relacion EPA/DHA 2,02 el cual tiene un 1,21% de EPA y 0,60% de DHA, lo
que indica que las larvas mantenidas a esa salinidad requieren niveles
mayores de EPA que DHA a diferencias de larvas mantenidas a salinidades
de 10%yq y 15%0 que requieren mayores niveles de DHA que EPA. Esto
indica que la sobrevivencia de las larvas de puye dependera en mayor
medida de los requerimientos nutricionales y una salinidad determinada. Es
necesario mencionar que las larvas mantenidas a salinidades de 10 y 15%g0
no mostraron grandes diferencias, eso indica que las larvas mantenidas en
agua dulce son muchos mas sensibles a cambios en proporciones de acidos
grasos y por ende se tomaria como acido graso de mayor importancia tanto
al EPA como el DHA.

Es importante destacar lo establecido por lzquierdo (1996), quien
establece que existe bastante diferencia entre especies acerca del efecto de
los acidos grasos n-3 HUFA especialmente entre peces de agua dulce y
peces marinos, en cuanto a la sobrevivencia larval, segun este autor, el nivel
de sobrevivencia también se reduce bastante al suministrar dietas con bajos
niveles de n-3 HUFA a los peces. Otros estudios han encontrado bajos
niveles de sobrevivencia larval en especies tales como: carpa (Takeuchi,

1977a), turbot (Gatesoupe, 1991), striped jack (lzquierdo et al., 1989), red



seabream (lzquierdo et al,, 1989) y gilthead seabream (Rodriguez et al.,
1993; Salhi et al., 1997) cuando ellos han sido alimentados con rotiferos con
niveles bajos en DHA y EPA, esto coincide con los resultados obtenidos en la
sobrevivencia en la salinidad 0% ,en el cual para este caso se encontré un
bajo nivel de EPA en la relacién 0,64. Watanabe (1982) por su parte,
menciona que un desequilibrio especialmente niveles altos de EPA y bajos
en DHA conduce a una pobre vitalidad y alta mortalidad en larvas de peces
marinos, esto no coincide con los resultados obtenidos en esta experiencia
ya que los mejores porcentajes de sobrevivencia se encontraron cuando los
niveles de EPA son mas altos (que fluctian entre 1,21% y 1,45%) que los de
DHA (0,60% y 0,66%).

La sobrevivencia al test de resistencia en las larvas de “puye” varié en las
distintas salinidades. La mejor sobrevivencia al test se obtuvo en salinidades
de 10% con una relacién EPA/DHA de 0,64 con un 93,68% seguido de la
salinidad 15% con una relacion EPA/DHA 0,64 con un 90,37%, lo que
indica que las larvas necesitan a salinidades altas, mayores niveles de DHA
que EPA. Este resultado coincide con Delaunay et al. (1993) quienes en su
investigacién han fomentado el desarrollo de los estudios nutricionales en
moluscos bivalvos, como es el caso de pectinidos, tanto para el
acondicionamiento de reproductores, como para el cultivo larvario y el cultivo
postlarvario, y menciona que estos pectinidos presentan una acumulacién
preferencial de 22:6n-3 (DHA) en los lipidos polares en relacidon a otros

acidos grasos como el 20:5n-3 (EPA) (Delaunay et al., 1993). Las larvas de



pectinidos presentan los mayores crecimientos y sobrevivencias a las
mayores relaciones de DHA/EPA, indicando que el EPA es menos importante
probablemente porque las larvas pueden obtenerlos por desaturacién a partir
de 18:3n-3 (Sargent et al., 1997). Utilizando emulsiones lipidicas
enriguecidas en EPA o DHA se ha observado que éstas pueden sustituir
hasta en un 40% la dieta microalgal sin perjuicio de la sobrevivencia y
crecimiento de las larvas de pectinidos (Uriarte et al., 2002a). Por otro lado,
Caballero et al. (2002) hace mencidén en uno de sus trabajos que una alta
dieta de EPA/DHA puede ser responsable de una baja sobrevivencia,
crecimiento y de una alta susceptibilidad al stress en peces de agua dulce.
Previos estudios han reportado que el DHA es un &cido graso esencial para
Red sea bream (Takeuchi et al., 1990b; Watanabe et al, 1989 a,b;
Kanazawa et al., 1993b) y Japanese flounder (platija) (Kanazawa et al.,
1983a; Kanazawa et al, 1993b). En suma, estos nutrientes aumentan la
tolerancia a varias condiciones de stress. Todo lo contrario ocurre con larvas
cultivadas en agua dulce (0%q), en el que estas necesitan mayor cantidad de
EPA que DHA (EPA 1,21% - 1,45% y DHA 0,60% - 0,66%) que corresponde
a mas del doble de EPA. Hubo una baja sobrevivencia al test con la relacién
EPA/DHA 0,64 con una sobrevivencia de un 25% a diferencia de las larvas
alimentadas con relacién 2,02 y 2,18 cuyo porcentaje de sobrevivencia fue
significativamente alto y fluctian entre los 87,86 y los 85,26%. Un estudio
realizado por Ahmad et al. (2003), menciona la importancia que tiene el EPA

y DHA en larvas de red seabream como funcién importante en el



metabolismo lipidico y vitalidad fisiolégica, indica que los niveles de EPA
fueron altos en el masculo, higado, ojo y cerebro como también lo fue el DHA
en higado, ojos, cerebro y corazén lo que indicaria que la conversion EPA a
DHA ocurre en esos érganos, por lo tanto las funciones fisiologicas y la
resistencia al aire fueron mejoradas por el fortalecimiento de un adecuado
balance de EPA y DHA.

Con respecto a la investigacién realizada, las larvas de “puye” pueden
ser cultivadas en agua dulce aumentando los niveles de EPA. Cabe
mencionar que la mayoria de los estudios de requerimientos nutricionales
estan enfocados principalmente a la importancia del DHA como nutriente
principal de larvas de peces tanto marinos como dulceacuicola, sin tomar
tanto en consideracion la importancia que tiene el EPA en larvas cultivadas
en agua dulce.

Los mejores crecimientos se obtuvieron a salinidades de 0% y se
alcanzaron con altos niveles de EPA en las relaciones EPA/DHA 2,02 con
una tasa de crecimiento de un 2,81 y en la relacion EPA/DHA 2,18 con un
2,7; estos resultados coinciden con lo estipulado por lbeas et al. (1997) el
cual menciona que una relacion EPA/DHA de 2/1 en la dieta mejora la
condicién en juveniles de gilthead seabream y por lo tanto la dieta utilizada
que di6 buenos resultados en esta salinidad tiene una proporcién similar a lo
descrito por este autor. Se encontr6 ademas una tasa de crecimiento alto en
salinidades de 15%q, pero el crecimiento se ve favorecido con un nivel mas

alto de DHA que de EPA, este resultado coincide con muchos estudios



realizados, el cual mencionan que el DHA ha mostrado ser el &cido graso
mas importante en el crecimiento normal y el desarrollo del sistema nervioso
central, y en particular del cerebro, ojos y 6rganos reproductivos, mientras
que los EPA son importantes para una salud cardiovascular y juegan un
papel esencial en cierta respuestas inmunoldgicas (Bell. 1995).

Sin embargo, investigaciones adicionales ha mostrado que no es
suficiente adicionar s6lo EPA y DHA a la dieta de peces marinos. El
entendimiento en el rol de estos acidos grasos en la dieta de peces marinos
a evolucionado a tratar de determinar los niveles 6ptimos de EPA y DHA en
la dieta considerando el valor relativo de EPA y DHA asi como de AA (acido
araquidonico: 20:4 n-6) en la dieta de animales marinos (Sargent et al.,
1997). Agregando simplemente estos acidos grasos sin considerar los
niveles provistos para animales marinos puede ser mas danino que
beneficioso. En una revisién realizada por Sargent (1997), concluye que se
requiere de una dieta que incluya una relaciéon EPA/DHA/AA para el sano

mantenimiento de los peces marinos.



8. CONCLUSIONES

1. A 0% de salinidad se obtiene los mejores resultados de sobrevivencia
total con un 87,36% y tasa de crecimiento especifico de 2,81 para la dieta

cuya relacion EPA/DHA es de 2,02.

2. Larvas cultivados en agua dulce, requieren niveles mayores de EPA que
DHA a diferencia de larvas cultivadas en aguas salobres, esto indica que
Galaxias maculatus puede ser cultivado satisfactoriamente en agua dulce

con una relacién EPA/DHA de 2,02 (1,21 % de EPA y 0,60% de DHA).

3. El porcentaje de sobrevivencia al test de resistencia més alto se alcanz6 a
10% con la dieta cuya relaciéon EPA/DHA fue de 0,64 y correspondié a un
90,68% esto indica que las larvas mantenidas a salinidades 10 y 15%g

requieren mayores niveles de DHA que de EPA.

4. Los experimentos realizados mostraron claramente que el efecto de la
dieta y la salinidad son importantes en determinar el crecimiento, ya que se
encontraron importantes diferencias entre las diferentes salinidades y

también entre las dietas a una misma salinidad.

5. La mejor tasa de crecimiento especifico fue de 2,81 y se logré a 0%, con

la relacion EPA/DHA 2,02 y la tasa de crecimiento mas baja fue de 1,24



alcanzandose a los 15%g, también con la dieta cuya relacién EPA/DHA fue

de 2,02.

6. La relacion EPA/DHA necesaria para lograr las mejores sobrevivencias,
crecimiento y resistencia al estrés, es de 2,02 en larvas cultivadas a 0%, lo
cual implica un 1,21% de EPA y 0,60 de DHA, mientras que cuando las
larvas son cultivadas en salinidades de 10 y 15%q, aparentemente la relacion
EPA/DHA minima necesaria es cercana o inferior a 1, lo cual implica 0,95%
de EPA y 1,49% de DHA, lo que permite concluir que cuando las larvas son
cultivadas en agua dulce, los requerimientos de una relacion EPA/DHA son
mas favorables al EPA y que cuando son cultivadas a 15%, los

requerimientos son mas favorables al DHA.
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