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RESUMEN.

En la presente investigacion, fue evaluada la efectividad de 3 tratamientos
profilacticos (sal de mar a 30 ppt, formalina a 250 ppm y yodo a 100 ppm), en ovas
de puye (Galaxias maculatus), determinando si estos tratamientos mejoran la
sobrevivencia embrionaria a eclosion. Los tratamientos, fueron aplicados a partir
del estado de “ova con ojos” (ojos pigmentados), hasta antes de la eclosion,
sometiendo las ovas a bafnos de aspersion, quedando humedas, por 1 hora,
realizandose el procedimiento cada dos dias. El bioensayo, fue repetido 3 veces,
en el mismo lapso de tiempo, en la sala de incubacién de la Escuela de
Acuicultura de la Universidad Catolica de Temuco, Chile, desde el 26 de Oct. al 27
Nov. del 2001. Los resultados mostraron, en las 3 repeticiones, que la sal a 30 ppt
obtiene los mejores rangos de sobrevivencia a eclosion (90,40 + 6,22 %; 97,20 +
2,68 % y 96,80 + 5.63 %, para cada bioensayo), en comparacion a los otros
tratamientos (70.80 + 3.34 %; 70,00 + 6,92 % y 68,80 + 8,67 %, para el yodo y
77,60 £ 2.60 %; 73,20 + 5,93 % y 80,00 + 7,74 %, para la formalina). Aunque, los
tratamientos mejoran la sobrevivencia embrionaria, el tratamiento con sal, se
diferencia significativamente (p<0.05) en relacion a los demas tratamientos
profilacticos aplicados. Con respecto a la sobrevivencia larval de 15 dias, las
larvas nacidas de las ovas tratadas con sal, obtienen un 86,33 + 5,13 %,
mostrando diferencias significativas (p<0.05) con los tratamientos de formalina
(70,66 + 3,05 %), yodo (58,33 + 5,68 %) y control (74.66 + 1.52 %), indicando que
la sal, no tiene incidencia en el desarrollo larvario. De acuerdo a esta
investigacion, el tratamiento de sal (30 ppt), es el mas efectivo profilactico en
mejorar la sobrevivencia embrionaria. Ademas, el procedimiento de aplicacion de
los tratamientos, es de baja complejidad, estimando que su utilizacién es viable en

ovas de Galaxias maculatus.

Palabras claves: Tratamiento profilactico, “ova con ojos”, Galaxias maculatus,

Saprolegnia sp, Reproduccién, Incubacién.



SUMMARY.

In this investigation, was evaluated the effectiveness of three prophylactics
treatments of sea salt (30 ppt), formalin (250 ppm) and iodine (100 ppm), in eggs
of whitebait (Galaxias maculatus), determine if that treatments improve the
embryonic survivor to hatch. The treatments, was aplicated from state eyed eggs
as before hatch, submity the eggs at spraying bath, remaining damps, for 1 hour,
attainable this process every 2 days. The biotest, was repeated 3 times, in the
same lapse of time, at the incubation room of the Aquaculture School, in the
Catholic University in Temuco. Chile, since 26 Oct. to 27 Nov. 2001. The results
showed, in the 3 biotest, that salt at 30 ppt get the best class of survivor to hatch
(90.40 £6.22 %, 97.20 £ 2.68 % y 96.80 + 5.63 %, for each biotest), in comparison
at the others treatments (70.80 = 3.34 %, 70.00 £ 6.92 % y 68.80 £+ 8.67 %, for the
iodine y 77.60 £ 2.60 %, 73.20 + 5.93 % y 80.00 + 7.74 %, for the formalin).
Although, this treatments improve the embryonic survivor, the treatment with salt
have significant differences (p<0.05), in relation with the others prophylactics
treatments aplicated. With regard to the fry survivor at 15 days, the fry born of the
eggs treatise with salt get 86.33 + 5.13 %, showed significant differences (p<0.05),
with the treatments of formalin (70.66 + 3.05 %), iodine (58.33 + 5.68 %) and
control (74.66 + 1.52 %), indicated that the salt, don’t have incidence in the
development of fry. In agreement at this investigation, the treatment of salt (30
ppt), is more effective prophylactic in improve the embryonic survivor. Besides, the
process of application of the treatments, is low-complexity, estimating this use is

viable in eggs of Galaxias maculatus.

Keywords: Prophylactic Treatment, “Eyed eggs”, Galaxias maculatus, Saprolegnia

sp, Reproduction, Incubation.
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. INTRODUCCION.

Galaxias maculatus (Jenyns, 1842), es un pez nativo de distribucion
circumantartica, con poblaciones tanto de agua dulce como de agua salada. En
Chile se encuentra en latitudes mayores a 30° LS, también se encuentra en el sur
de Argentina, Islas Malvinas, sur de Australia, Tasmania y Nueva Zelanda. En
nuestro pais, el estado adulto recibe el nombre de “Puye” 6 "Coltrao" (nombre
mapuche) (Bariles, 1999).

La especie, se caracteriza morfoldgicamente por carecer de escamas, con
una aleta dorsal desplazada hacia la region caudal y opuesta a la anal, su cuerpo
es redondeado y en su dorso manchas oscuras (maculas) del cual debe su
nombre (Vega, 1999) (Fig. 1).

Figura 1. Ejemplar adulto de puye (Galaxias maculatus), mantenida

en condiciones de cultivo experimental.



En Chile, se reporta la existencia de dos poblaciones de puyes, que
corresponden a las que realizan todo su ciclo de vida en agua dulce y las
diadrémicas que realizan parte de su ciclo en agua dulce y parte en agua marina
(catadromos). Ambas poblaciones, se diferencian entre si por el numero de

vértebras (Campos, 1970).

Segun Vega y col. (1995), dentro de su ciclo de vida, se pueden diferenciar

los siguientes estadios:

e Ova verde.

e Ova embrionada (“ova con ojos”).
e Larva o alevin de saco.

e Cristalino.

e Adulto.

El estadio que presenta importancia comercial corresponde al ejemplar
cristalino, el cual es considerado un fino plato de mesa con precios que fluctuan

entre 50 y 80 ddlares el kilogramo (Mardones y col., 1999).

El ejemplar cristalino, tiene un peso promedio de 0,3-0,4 gy 5 a 6 cm de
longitud total, su cuerpo carece de pigmentacion y tiene forma anguiliforme. En el
caso de las poblaciones diadrémicas, los adultos desovan en terrenos inundables
por las altas mareas, en donde los huevos se fijan a la vegetacion.
Posteriormente, las larvas de algunos dias de edad emigran al océano y retornan
aproximadamente 4-6 meses después como ejemplares cristalinos. Una vez
adentrado en los cuerpos de agua dulce los cristalinos comienzan a pigmentar y
transformarse en adultos. En cambio, las poblaciones de ambientes de agua dulce

realizan todo su ciclo de vida en agua dulce (Campos, 1970).

Esta especie se ha explotado comercialmente en Chile, Argentina, Islas

Malvinas, Nueva Zelanda, Tasmania y Australia, debido a las similitudes tanto



morfolégicas como organolépticas que se observan entre los cristalinos (Fig. 2) y
los juveniles de la anguila europea (angulas), el primero se ha presentado en el
mercado internacional como un producto sustituto a las angulas (Mardones y col.,
1999).

Figura 2. Ejemplares silvestres de puye (Galaxias maculatus),

en la etapa de cristalino.

La gran demanda del mercado internacional y nacional por el producto, ha
generado una rapida disminucion de las poblaciones naturales y en la extraccion
artesanal de este pez en las costas chilenas, quedando en evidencia, que la unica
alternativa de satisfacer su demanda y bajar la presién por su pesqueria, es sentar

las bases para el desarrollo de una tecnologia de cultivo.

En este contexto, el manejo de la reproduccion y el conocimiento de la
biologia de esta especie, son elementos claves para el desarrollo de su cultivo, ya
sea, que se trate de la produccién de ovas embrionadas de buena calidad, como
insumo basico para la produccion de cristalinos de interés comercial, o de la
obtencion de reproductores con caracteristicas mejoradas genéticamente. La
existencia de manejos sanitarios y conocer los aspectos biolégicos de poblaciones

de reproductores, es un requisito indispensable.



1.1 TACTICAS REPRODUCTIVAS EN Galaxias maculatus.

1.1.1 Desove e incubacion en el ambiente natural.

Los reproductores de puye (Galaxias maculatus), en la naturaleza, tienen
una proporcion sexual de 1:1, con fecundacion externa, teniendo su primera
madurez sexual al primer afo de vida. Los reproductores, no presentan
dimorfismo sexual, sélo es posible diferenciar el sexo en el momento de plena
madurez (madurez total), donde la pared abdominal de las hembras se torna
transparente y es posible visualizar los ovocitos de aspecto transparente. Después
del desove los ovocitos son de tamafio homogéneo (0.8 a 1.2 mm), de poca
turgencia y de leve adhesividad. Estas caracteristicas cambian una vez
fecundadas e hidratadas, teniendo como principal caracteristica su alta
adhesividad a estructuras o células proximas a ellas. Los machos completamente
maduros, son aquellos en que el semen se diluye rapidamente al tomar contacto

con el agua (Valdebenito, 1999).

Se ha determinado en nuestro pais, que las poblaciones de aguas dulces y
estuarinas son eurihalinas, presentando un marcado pico de desoves a fines de
invierno-inicio de primavera y otro a finales del verano (Vega, 1999). Este ciclo
estd regulado, al igual como lo describi6 Barnabé (1991) en salmones (Salmo
salar, Salmoén coho, Salmén chinook), fundamentalmente por las variaciones de

temperatura (7 a 10 °C) y del ciclo fotoperidédico anual (dias cortos de 9 horas)

Los reproductores diadromicos silvestres, para desovar buscan
preferentemente entrar en condiciones de marea alta al estuario, donde las
salinidades fluctuan entre 10 a 30 ppt (Mitchell, 1991), buscando zonas refugiadas
con sustrato preferentemente de piedras o hierbas. Esta zona perteneciente al
medio ambiente bentdnico, especificamente a la zona supralitoral, se compone
tipicamente por superficies humedas y pozas pequefias en el sustrato, por lo que

su condicidén se hace dificil para ser habitada por plantas y animales, requiriendo



de considerable adaptacion a este medio (Lagler y col., 1984), expresando de esta
manera, que esta especie no posee capacidad biolégica de completar su
desarrollo embrionario y por ende reproducirse en el mar, debiendo hacerlo en los

cuerpos de aguas completamente dulces (Vega y col., 1998).

Es en esta zona, donde los reproductores aprovechandose de las altas
mareas se introducen en el sustrato, depositando sus huevos (que oscilan de 800
a 1200 dependiendo del tamafio de la hembra), produciéndose la fecundacion y
posterior desarrollo embrionario. Los continuos movimientos de las aguas por
efecto de las mareas, mantienen los embriones humedos protegiéndose de
depredadores y condiciones ambientales adversas, facilitando que se incuben por
aproximadamente entre 3 a 4 semanas, dependiendo de las condiciones
ambientales. Una vez que eclosionan, migran al mar para retornar al estuario a los
4 a 6 meses de edad, continuando su ciclo (Campos, 1970; Vega, 1999). El puye
es una especie iteropara, al igual que los salmones europeos (Salmo trutta fario,
Salmo salar) y su ciclo no ocurre como en la totalidad de los salmones del pacifico
(Oncorhynchus kisutch), que sélo ciclan una vez, siendo por lo tanto la pubertad y

la recrudescencia gonadal un evento unico y coincidente (Barnabé, 1991).

1.1.2 Desove en condiciones artificiales.

En condiciones de cultivo experimental, se determiné que el puye es una
especie iteropara, que desova en forma parcial durante un periodo de entre 10 a
60 dias y con 4 a 11 pulsos de desoves por temporada, con una media de 5
(Valdebenito, 1999). El pico de desoves, es practicamente igual como ocurre en la
naturaleza con los reproductores silvestres, si se tiene cuidado en manejar
correctamente factores como la temperatura (entre 7-10 °C), densidades de
manejo, calidad de agua (saturacion de oxigeno, ausencia de contaminantes),
fotoperiodo (dias cortos de 8 a 9 horas), la cantidad y calidad de los alimentos
distribuidos; factores que van a influir sobre la calidad de los gametos (Barnabé,

1991). Los reproductores, pueden ser acondicionados en dos tipos de estanques:



fibra (régimen intensivo) o tierra (régimen semi-intensivo), alimentados con pellet
de salmoén, dos veces al dia a racion de un 3 % peso corporal, en régimen
intensivo, o también, esta misma racién de alimento mas una complementaria
natural, como copépodos y daphnias, en condiciones semi-intensivas. Ademas, a
los reproductores se les realiza muestreos semanales o quincenales, hasta que

alcancen su madurez sexual (Bariles, comunicacion personal).

Una vez que los reproductores alcanzan su madurez sexual con las
caracteristicas ya descritas (en el punto 1.1.1), los gametos se obtienen mediante
masaje abdominal, previa sedaciéon de los ejemplares con BZ-20 (Benzocaina) a
concentracion de 1 ppt (Vega y col., 1998). Para realizar la fecundacion se utiliza
el método humedo, obteniendo primeramente las ovas y el semen por separado
en placas petri de un “pool” de ejemplares, luego se mezclan simultaneamente los
gametos en un contenedor de ovas con agua, dejandolas hidratar por 5 minutos.
Posteriormente, se limpia el contenedor con agua, para eliminar residuos de

semen y se incuba a aproximadamente 10 °C por 30 dias, hasta la eclosion.

1.1.3 Incubacion artificial.

Los primeros bioensayos efectuados con ovas de Galaxias maculatus,
apuntaron a utilizar los sistemas tradicionales de incubacion, especificamente los
usados en ovas de Ciprinidos (vasijas tipo Zoug) y de Salmonideos (bateas
californianas), hasta llegar a una incubacion en humedad. Estos sistemas se

caracterizan por:

1.1.3.a) Vasijas tipo Zoug: Sistema de incubacién utilizado para peces de huevos
adherentes. Se constituye de vasijas en forma de conos, de fibra de vidrio de color
gris y dos litros de volumen util. Las ovas se mantienen en el interior de un
canastillo cilindrico construido de una lamina de aluminio provista de orificios de 1
mm de diametro, el cual mantiene en su interior los huevos y evita la salida de las

ovas por el tubo de rebalse. En el extremo superior, presenta una tapa que impide
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el paso de la luz. El flujo es ascendente, con tasa de cambio 8 veces/hr y el agua
es descargada por un tubo de rebalse a 4 cm del borde superior (Vega y col.,
1995).

1.1.3.b) Bateas californianas: Este es un sistema ampliamente utilizado para
distintas especies salmonideas y presenta caracteristicas que facilitan el manejo
de ovas, ademas, permite a las larvas cristalinas recibir su primera alimentacion.
Corresponden a mesas horizontales de fibra de vidrio u otro material resistente,
cuyas medidas mas comunes son de 83 cm de largo por 42 cm de ancho y 16.5
cm de profundidad. El fondo y frente posterior-superior del canastillo, esta
constituido por una rejilla de aluminio con orificios de 1 mm de diametro. En el lado
posterior externo, el canastillo tiene una lamina que alcanza hasta el fondo de la
mesa para asegurar una circulacion tipo “Flow-up” que permita la renovacién de
agua. El sistema se protege de la luz y se incuba con tasa de cambio 8 veces/hr
(Vegay col., 1995).

De estos dos sistemas descritos, el mas beneficioso para la supervivencia
embrionaria del puye fue el sistema californiano, sistema que sin embargo mostré
resultados dispares (Bariles, 1999). Las mortalidades se atribuyeron
principalmente a hongos y bacterias, y en menor grado, al sistema fisico de

incubacion.

1.1.3.c) Incubacion en humedad: Posteriormente, desarrollando diversos
experimentos, imitando lo que ocurre en la naturaleza cuando se incuban las ovas
de puye, se observd que grupos de huevos separados para diferentes ensayos y
colocados en placas petri con escasa, o ausencia de agua, al cabo de ciertos dias
continuaban su desarrollo normal sin aparente mortalidad, logrando altas
sobrevivencias (alrededor de 83 %) en la eclosién, en comparacion a los métodos
anteriormente descritos. Estas observaciones, condujeron a investigar la
potencialidad de incubar las ovas de puye mantenidas sélo en ambiente humedo

(Bariles, 1999), efectuando numerosas pruebas que permitieron disefiar el sistema
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o tecnologia de incubacion existente, caracterizandose por lo siguiente: Consisten
en contenedores de ovas, disefiadas de marcos de PVC de forma cuadrada, con
esquinas redondeadas de 30 por 30 cm. La superficie que encierra el marco esta
cubierta de una malla de abertura de 600 micrones, con un disefio que permite
montar un contenedor sobre otro (Fig. 3), optimizando espacios en la sala de
incubacion (120 contenedores/m?). Esta sala, es un laboratorio de 5 m? que utiliza

un sistema de refrigeracion para mantener la temperatura entre 9-10 °C.

Figura 3. Contenedores de ovas de puye (Galaxias maculatus),

utilizados para el proceso de incubacion en humedad.

Este sistema de incubacién, permite un facil manejo, ya que solo se
necesita mantener las ovas humedas, aspersandolas regularmente (3 a 5 veces al
dia) con agua con sal a 10 ppt y temperatura promedio de 10 °C. Las ovas al
aspersarlas o rociarlas, deben quedar completamente humedas, evitando que se
sequen. Esta salinidad y temperatura combinadas, arrojan los mejores resultados
de sobrevivencia al “estado de ojos” (77.0 + 13.9 %), eclosién (67.4 + 17.2 %) y
larval (81.6 + 16.2 %), a diferencia de otras salinidades y temperaturas probadas
(0, 30 ppty 15 °C) (Vega y col., 1998). Este sistema, no elimina completamente la
presencia de hongos, que se observa mas significativamente en el estado de “ova

con ojos” (Bariles, 1999).
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El sistema humedo, tiene la ventaja en comparacion a los sistema de
incubacion sumergida, de obtener mayor sobrevivencia embrionaria, mejora la
automatizacién del proceso de cosecha, permite el control de parametros como
temperatura y humedad, optimiza la manipulacién sobre el desarrollo del proceso,
e impide la propagacion de las bacterias, que utilizan como vehiculo el agua,

disminuyendo la contaminacion horizontal entre las ovas.

13



1.2 DESARROLLO EMBRIONARIO.

El desarrollo embrionario en Galaxias maculatus, se puede expresar
tomando como referencia los estados de desarrollo en trucha arco iris, descritos
por Estay y col. (1994) y de Galaxias maculatus, descritos por Benzie (1968)
(Tabla 1).

TABLA 1. Etapas en el desarrollo embrionario de Galaxias maculatus en

unidades térmicas acumuladas (UTA).

ETAPA Desarrollo en tiempo a Desarrollo y Manejo Asociado.

10°C y en UTA.

1 (Fecundacion) -15 min a -10 min Obtencion de gametos.
2 0 hrs Fecundacion
3 (Segmentacion) 10 mina 2 hrs Hidratacién de la ova; Inicio del

desarrollo del blastodisco

4 Hasta las 48 hrs (20 UTA) Blastoporo se cierra;
determinacion del % de
fecundacion.

5 (Gastrulacion) 7 a9dias (70a90 UTA) Embrion mas definido; cabeza
mas visible; determinacion del %
de ovas embrionadas.

6 (Organogénesis) 14 a 15 dias (140 a 150 Inicio de la pigmentacion de los

UTA) ojos y utilizacion del Vvitelo.

Planificacion del “shocking”.
7 17 a 18 dias (170 a 180 Ojos bien pigmentados.
UTA) “Shocking”; Estimacion de

sobrevivencia embrionaria.

8 (Eclosién) 30 dias (300 UTA) Alevin con saco vitelino (En puye
es pequefo y dura 5 dias aprox.)

14



1.3 ENFERMEDADES EN EL PUYE (Galaxias maculatus).

La sanidad en acuicultura y en especial en piscicultura, representa un papel
importante, por la necesidad que existe en conocer los procedimientos para
prevenir y controlar las enfermedades, impidiendo que agentes patdégenos ataquen

a huevos, larvas y peces sanos (Lazaro-Chavez, 1985 y Kinkelin y col., 1985).

El posible desarrollo de la tecnologia masiva de produccion del puye, en
sus diferentes unidades de producciéon, dependen de diversos factores para
alcanzar su maximo potencial productivo, entre estos factores se encuentran el
adecuado manejo sanitario, entendido como la prevencion de las principales
enfermedades que pueden atacar y afectar el desarrollo de cada etapa del

proceso productivo.

1.3.1 Enfermedades en reproductores.

Anteriormente, el puye pertenecia al orden de los salmoniformes, por lo
tanto, se esperaba que las enfermedades que afectan a los salmones, sean
similares a las que afectan a esta especie, siendo los puyes principalmente
propensos a diversas enfermedades, principalmente, por la ausencia de escamas,
que lo hace mas susceptible de ser afectado por agentes patdégenos oportunistas

(Valdebenito, comunicacién personal).

Los reproductores son afectados por bacterias (Flavobacterium spp), la
rikkettsia de agua dulce, ectoparasitos (protozoos: Ichthiophtirius, Trichodina sp,
Chilodonella sp, Ichtiobodo necator o Costia sp), trematodos (Dactylogyrus sp y
Gyrodactylus sp) y endoparasitos (Trematodos, Acanthocephalus) (Vega, 1999).
Pero estas enfermedades son causadas por diversos factores importantes en el
cultivo, que al no ser correctamente manejados en condiciones de cautiverio,

pueden gatillar en el brote de la enfermedad.
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1.3.1.1 Factores que inciden en las enfermedades de reproductores.

1.3.1.1.a) Temperatura: La temperatura es uno de los factores mas importante, ya
que es causa directa del brote de la enfermedad (Barnabé, 1991). Para los
reproductores, su rango de temperatura optima fluctua entre 7 y 10 °C (7 °C el
optimo), permitiendo que se mantengan estables y el desarrollo gonadal sea el
adecuado (Vega, 1999). Elevadas temperaturas tienen como resultados
alteraciones en el metabolismo de los peces, les aumenta el estrés, no se
alimentan, y con ello se vuelvan mas susceptibles de ser atacados por
enfermedades que puedan ocasionar gran deterioro en su desarrollo, también la
muerte (Barnabé, 1991).

1.3.1.1.b) Estrés: Cuando se tiene “stocks” de reproductores silvestres en
cautiverio, en una situacion distinta a su ambiente natural, donde las
enfermedades, si estan, se encuentran en equilibrio Los ejemplares se deben
acostumbrar a su nueva condicion de encierro, al tipo de alimento, a la
manipulacion, y por lo tanto, se vuelve mas factible que afloren las enfermedades
(Barnabé, 1996 y Reichenbach-Klinke, 1982).

1.3.1.1.c) Calidad de agua: Es un factor fundamental para dar las condiciones
Optimas de crecimiento y desarrollo a los ejemplares (Reichenbach-Klinke, 1982).
En puyes, la tolerancia de oxigeno va desde 5-12 mg/L (6ptima 9 mg/L),
asegurando la estabilidad de sus procesos biolégicos (Gonzalez, comunicacion
personal). En el caso de la salinidad para los reproductores, no tienen
inconvenientes de ser mantenidos en agua dulce, comprobando que en esta
condicion no presentan problemas de desarrollo hasta la madurez (Vega, 1999).
También es importante mantener controlados los niveles de residuos
nitrogenados, como el amoniaco que es muy toxico en su forma ionizada y es el
causante de interrupciones de crecimiento; los nitritos por su parte, provocan

anomalias sanguineas (metahemoglobinemia) (Barnabé, 1991). También es
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importante controlar los niveles de fosforo en el agua, causado por el exceso de

sedimento, producto de la sobrealimentacion y las heces.

1.3.1.1.d) Alimentacion: Es el elemento mas importante dentro del cultivo, ya que
entrega a los peces todos los nutrientes y la energia necesaria para desarrollar
todos sus procesos biologicos (Barnabé, 1991; 1996). En cuanto a los alimentos
artificiales hay que asegurar que tengan los componentes necesarios como
Proteinas (45-55 %), lipidos (7-8 %), carbohidratos (10-14 %) y vitaminas entre
otros componentes, que contribuyan al desarrollo 6ptimo de reproductores
(Barnabé, 1991). En el caso de alimentacion natural, la cantidad y calidad del
alimento a suministrar, como Rotiferos, Copépodos y Daphnias deben ser
fundamentales para lograr tener incidencia en los individuos en el crecimiento y

desarrollo en todas sus fases (Borquez y col., 1999).

1.3.1.2 Medidas preventivas para enfermedades en reproductores.

En el puye, dentro de las medidas preventivas, cuando se tienen
poblaciones para generar producciones de ovas de buena calidad y posteriores
cristalinos, controlando la presencia y desarrollo de enfermedades, se pueden
encontrar y aplicar las siguientes medidas: La realizacion y posterior desarrollo de
un plan de cuarentena, individualizacién de los estanques (material para cada
estanque, flujo de agua, etc), definicibn de medidas terapéuticas de tratamiento
para cada enfermedad si se presenta, extraccion de la mortalidad una vez al dia,
controlar temperatura, alimento, pH, calidad de agua y disminuir el estrés
(Mendoza y col, 1999).

Las pisciculturas, que no aplican ciertas medidas sanitarias preventivas
basicas, correran el riesgo de sufrir mortalidades inesperadas en sus
producciones, de manera que, se deben tomar las medidas profilacticas
adecuadas cuando se produzca un signo de enfermedad o cuando, por ciertos

factores bioticos o abidticos se detecta la presencia de agentes patdégenos
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(Aguayo, 1995). Todos estos factores preventivos y que intervienen directamente
en la obtencion de reproductores de buena calidad, son fundamentales para
obtener “stocks” de ovas de gran potencial para desarrollar producciones de

cristalinos a posteriori.

1.3.2 Enfermedades en ovas

En el caso especifico de la fase de incubacion de ovas, uno de los mayores
problemas es el ataque producido por hongos que actuan a través del agua, y que
también se presentan, cuando el manejo de las condiciones sanitarias no son las
correctas. En el caso de Galaxias maculatus, no existen estudios relacionados con
este tema, pero en referencia a las caracteristicas de sus huevos y su incubacion,
es distinta a lo que se realiza en general en salmones (del género Oncorhynchus
spp y Salmo salar), ya que en estos ultimos, sus huevos son grandes y no
adhesivos, lo que permite una incubacién en bateas con agua constante. Esto
tiene la ventaja de realizar manipulaciones de instalacién con las ovas hidratadas,
que son mas resistentes (Estay y col.,, 1994). Ademas, mediante la extraccion
manual de huevos muertos (picaje), se puede mantener bajo control la
proliferacion de hongos durante la incubacion, cuyo principal sustrato son las ovas
muertas. En cambio, los huevos de puye, tienen la caracteristica de ser mas
pequefos y adhesivos, y se incuban en humedad (Bariles,1999). Al tener estas
caracteristicas, principalmente su alta adhesividad, dificulta su manejo (como el

picaje) durante la incubacion artificial.

La capa mucosa que envuelve los huevos de puye y que les confiere la
adhesividad, aparte de aglutinar los huevos en racimos, asfixiando a los que
quedan al interior de éstos, atrapan las particulas de material organico, lo que trae
consigo la rapida colonizacién de microorganismos y zoosporas de hongos
(Velasquez, 1994), provocando que las ovas muertas infecten a las ovas sanas, al
entrar en contacto con ellas, conllevando a un aumento de la mortalidad durante

esta fase de cultivo.
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Existen diversos agentes, como bacterias y protozoos que proliferan entre
los huevos desde el exterior destruyendo su cubierta y provocando su muerte,
siendo el hongo Saprolegnia sp el patégeno mas frecuente en atacar los huevos
de peces, del grupo de los salmoniformes y ciprinidos, en especial a los del puye

mientras se incuban.

1.3.2.a) Saprolegnia sp.

La infeccidn provocada por la Saprolegnia es llamada saprolegniasis
(Roberts, 1989 y Beakes y col., 1994), y es causada por hongos pertenecientes a
varios generos, como Saprolegnia, Achlya, Dictyuchus. Aphanomyces, Leptomitus
y Phytium, de los cuales Saprolegnia (Saprolegnia parasitica, Saprolegnia
monoica, Saprolegnia mixta, Saprolegnia feray, Saprolegnia thureti) y Achlya

(Achlya poliandra, Achlya polifera) son las mas frecuentes (Pérez, 1982).

La saprolegniasis en general, se puede encontrar en todo ecosistema
acuatico y ataca significativamente a pescados y a huevos, principalmente cuando
ocurren ciertos cambios en el ambiente que se cultivan, que hacen que aparezca

el hongo (Bruno y col., 1994).

Ademas, tiene un ciclo de vida complejo, que incluye reproduccion sexual y
asexual. Siendo considerado generalmente un patégeno secundario (Whisler,
1996), también puede actuar como primario, atacando a través de sus esporas los
tejidos epidérmicos, comenzando generalmente por la cabeza y las aletas (Neish,
1977 y Willoughby, 1994), extendiéndose por toda la superficie del cuerpo,
causando necrosis celular con dafio cutaneo y epidérmico. Cuando atacan a ovas
de peces en incubacién, cuando se presentan mortalidades por ovas débiles o no
fecundadas, el hongo penetra la membrana afectando la ova, y se produce la
proliferacion a través del agua a otras mas cercanas, causando la muerte. En ovas
de Galaxias maculatus, la saprolegniasis se diagnostica cuando esta mas

desarrollada, manifestandose principalmente, cuando estan en la etapa de “ova
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con ojos”, formandose un revestimiento de filamentos fungosos (pelusa
algodonosa) llamadas hifas (Fig. 4), que se ubican sobre los huevos muertos, y
trasladandose rapidamente a los huevos sanos mas proximos (Quezada, 1997),

producto de la caracteristicas de las ovas, de ser principalmente mas adhesivas.

Figura 4. Ovas muertas de puye (Galaxias maculatus),

cubiertas de filamentos fungosos (hifas).

1.4 TRATAMIENTOS PROFILACTICOS EN OVAS.

Toda causa de mortalidad, se puede evitar utilizando medidas profilacticas
adecuadas en los huevos, asi como manteniendo desinfectados los sistemas de
incubacion y materiales usados para el proceso. Las infecciones fungicas, son
dificiles de prevenir y de tratar, por lo tanto, el uso apropiado de productos
quimicos y no quimicos pueden ser necesarios cuando se diagnostica a tiempo el
agente patogeno. Para el caso de la industria salmonera y otros peces
(Ciprinidos), existen en el mercado una amplia variedad de antifungicos que
permiten prevenir y combatir el efecto dafino de estos microorganismos, sin
embargo, hay pocos productos quimicos aprobados para el uso en acuicultura en

Estados Unidos y otras regiones por la administracion de alimentos y drogas
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(FDA) (Meyer, 1991 y Fitzpatrick y col., 1995). Dentro de los quimicos mas usados

en los ultimos afos se pueden senalar:

1.4.1 Verde de Malaquita: Es considerado el mas efectivo quimico para controlar
la saprolegniasis (Willoughby y col., 1992 y Bruno y col., 1994), incluso al
compararlo con otros tipos de quimicos (Cline y col., 1972). Pero es considerado
un potencial agente cancerigeno en las personas (Fitzpatrick y col., 1995), como
también se ha comprobado, afecta a salmones al influir en el decrecimiento de los
niveles de leucocitos en la sangre (Glavolena y col., 1968), por lo cual, ha sido
prohibida su utilizacion en muchos paises entre los que se encuentra Chile,
abriendo la necesidad de buscar otros antifungicos, que reemplacen al verde de

malaquita, en controlar los agentes patdgenos.

1.4.2 Formalina: Es uno de los pocos fungicidas acuaticos registrados para ser
utilizado en acuicultura, y su uso como reemplazante del verde de malaquita ha
ido incrementandose. Utilizando soluciones concentradas de 37 % de
formaldehido (Van Waters, 1988), aplicada a diferentes dosis, es efectivo en tratar
la saprolegniasis, ademas, es uno de los primeros fungicidas registrados para
usarse en acuicultura en U.S.A. (Marking y col., 1994). Se han realizado varias
experiencias utilizando este quimico, principalmente en ovas de salmon, catfish y
carpa. Se ha evaluado la eficacia de la formalina como profilactico en distintas
dosis (250, 400, 500 ppm por 30 y 60 minutos), por si sola en trucha arco iris
(Marking y col., 1994), y también comparandola con otros quimicos (sal, yodo,
peréxido de hidrogeno) en huevos de catfish (Walser y col., 1993), salmdn chinook
(Waterstrat y col., 1995), Cyprinius carpio (Froelich y col., 1996) y trucha arco iris
(Schreier y col., 1996). Utilizando sistemas de incubacién en condiciones de
criadero (“hatchery”) (sistema vertical, californiano, Zoug, etc), aplicandolas
deteniendo el flujo, con bafos estaticos a intervalos de tiempo (cada dos dias),
hasta la eclosion; obteniendo la formalina a 250 y 400 ppm por 60 minutos, los

mejores resultados en comparacidon a otros quimicos, en los porcentajes de
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eclosion, y que en todas ellas, la formalina es efectiva en prevenir y atacar la

proliferacion de hongos y bacterias, en ovas de distintas especies.

También se ha comparado la formalina con el picaje en salmén chinook
(Barnes y col., 1997), utilizando sélo formalina (1667 mg/L por 15 min), formalina
con picaje y solo picaje. Se utilizd un sistema de incubacién vertical donde se
sumergian las ovas en el tratamiento por 15 dias hasta la eclosion. Concluyendo,
que el uso de formalina ayuda a mejorar la sobrevivencia (30 %, por sobre el
control), disminuyendo el ataque bacteriano, como también que el picaje no es tan

efectivo en remover totalmente la presencia de las esporas de Saprolegnia sp.

1.4.3 Sal (sal de mar): Estudios conducen a que en ovas de salmonidos
(Oncorhynchus spp) y catfish (Ictalurus punctatus), indican que la sal es un
tratamiento efectivo para eliminar la infestacion de hongos (Taylor y col., 1979 y
Edgell y col., 1993), como también es un elemento de bajo costo y de facil
disponibilidad. Existe ademas, desventajas en el uso de la sal, siendo en que
grandes cantidades requeridas en algunos casos limitan su aplicabilidad (Marking
y col., 1994). Se han realizado diversos estudios en condiciones de hatchery tanto
en trucha arco iris (Marking y col., 1994; Schreier y col., 1996 y Kitancharoen y
col., 1998), salmén chinook (Waterstrat y col., 1995) y catfish (Phelps y col., 1993
y Froelich y col., 1996). Utilizando distintas dosis (5, 25, 30 ppt y 1000 ppm) con
flujos cerrados en sistemas artificiales, dependiendo de cada especie en
condiciones de hatchery. Se concluydé que la sal es un elemento efectivo para
prevenir y eliminar la presencia de hongos, favoreciendo el aumento de los
porcentajes de eclosion. El cloruro de sodio en altas concentraciones (25 y 30 ppt
por 60 minutos) es letal para la saprolegniasis y efectiva para controlar la
Saprolegnia parasitica (Willoughby, 1994), siendo un candidato apto para
reemplazar el verde de malaquita. Ademas, la sal es muy poco tdxica y reduce el
riesgo ambiental por ser poco dafiino para los peces y personas (Froelich y col.,
1996).
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1.4.4 Yodo: En la industria salmonera en Chile, uno de los quimicos mas
utilizados para realizar la profilaxis es el yodo, debido a que es un desinfectante
yodoforo especialmente formulado para la desinfeccion de huevos (Quezada,
1997). Sus soluciones tienen un pH neutro, a fin de no causar dafio a los huevos
durante la desinfeccion. Se componen de un complejo tensoactivo no idnico
yodo/yoduro con 1,5 % de yodo activo. Este producto ademas, cubre un amplio
espectro de accion contra organismos como bacterias, hongos y virus (Vega,
1999). Dentro de las aplicaciones del yodo, en salmones (Salmo salar, salmoén
coho y trucha arco iris) la concentracion usada es de 100 ppm por 60 minutos en
condiciones de hatchery, aplicandose a intervalos de dias, en bateas horizontales

con flujo cerrado, hasta antes de la eclosion.

En otras especies se ha evaluado y comparado el yodo, tales como el
Catfish (Walser y col., 1993) y Galaxias maculatus (Quezada, 1997), estimando
para el primero a 200 ppm por 30 minutos, incrementa los porcentajes de eclosion
y controla de manera efectiva la saprolegniasis. En Galaxias maculatus, se han
hecho varios ensayos para evaluar el yodo, a una concentracién de 100 ppm, el
cual no ha tenido buenos resultados por las caracteristicas de las ovas de puye y

el periodo de aplicacion del tratamiento (Quezada, 1997 y Vega, 1999).

1.4.5 Peréxido de hidrogeno: Es un promisorio quimico para el tratamiento de
Saprolegnia sp. (Marking y col., 1994; Fitzpatrick y col., 1995), con un minimo
impacto medioambiental (Bruno y col., 1994; Mitchell y col., 1997) . Este elemento
fue aceptado por la FDA en 1994 como un profilactico efectivo para ser utilizada
en ovas de peces. Se han realizado varias investigaciones para evaluar el
peroxido de hidrogeno en especies salmonideas, como en trucha arco iris
(Marking y col., 1994; Schreier y col., 1996; Kitancharoen y col., 1998) y salmén
chinook (Waterstrat y col., 1995), aplicando los tratamientos, de la misma manera
como se hace con la formalina, encontrando que a 500 y 1000 ppm es efectiva
para controlar los agentes patdogenos y mejorar los porcentajes de eclosion.

Ademas, a 1000 ppm el peréxido de hidrogeno es letal para los hongos, matando
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la germinacion de zoosporas y no permite el crecimiento de las hifas (Barnes y
col., 1998). También el peroxido de hidrogeno puede ser usado efectivamente en
lugar del verde de malaquita, ya que su accion es similar a este elemento, incluso
mejor a la aplicacion de cloruro de sodio como tratamiento profilactico

(Kitancharoen y col., 1998).

1.4.6 Otros Quimicos: Existe una gran variedad de quimicos existentes que
pueden ser utilizado para eliminar la presencia de hongos (Saprolegnia sp). Se
han evaluado mas de 25 quimicos potencialmente aptos para actuar como
profilacticos (Cline y col.,, 1972; Marking y col., 1994; Hussein y col., 2000 y
Hussein y col., 2002), determinando que son efectivos en controlar la infeccién de
hongos. Estos son: el A-73336, Amorolfina, Glutaraldehydo, Thymoquinona,
Eugenol y Melaleuca. Pero estos, no son tan seguros en comparacion a los
anteriormente descritos, en prevenir y eliminar la presencia de agentes patdgenos,
como la Saprolegnia sp. En el caso del Eugenol y la Thymoquinona controlan la
saprolegniasis, pero son altamente toxicas para salmones y en menor grado para
los ciprinidos (Hussein y col., 2000 y Hussein y col., 2002), y también de afectar

en cierta medida al medioambiente.

Existe un nuevo producto elaborado por Novartis (2001), llamado Pyceze, el
cual es efectivo para tratar la saprolegniasis. Este nuevo producto ha sido
aprobado por Gran Bretana y actualmente es utilizado en los cultivos en Noruega,
Suecia, Finlandia e Islas Faroe. También podria ser utilizado en Ameérica,
incluyendo Chile. Pyceze es un liquido que contiene 50 % p/v de bronopol BP (2-
bromo-nitropropano 1,3 diol). El quimico, tiene un perfil seguro y la dosis estandar
a suministrar es 1 ml de Pyceze por 10 litros de agua de incubacion (equivalente a
50 mg bronopol/L) durante 30 minutos. EI método de aplicacion va a depender de
las condiciones de cultivo y el sistema de incubacion del hatchery, teniendo
cuidado en que el personal ocupe guantes y mascarilla para prevenir la inhalacion

u otros inconvenientes.
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Dado que Galaxias maculatus (Jenyns, 1842) es una especie que recién
se esta estudiando, con el fin de lograr con ella cultivos controlados, la pregunta
que conviene hacerse es ;Qué tipos de tratamientos profilacticos serian mas
eficientes de utilizar, para mejorar los porcentajes de sobrevivencia embrionaria
hasta eclosion?.

El presente trabajo correspondiente a una Tesis de Grado, que pretende
evaluar diferentes tratamientos profilacticos, con el fin de determinar si logran
mejorar la sobrevivencia embrionaria a eclosion y ademas si su utilizacion es

factible en ovas de Galaxias maculatus.
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. OBJETIVO GENERAL.

Evaluar diferentes tratamientos profilacticos usados en peces por la industria
acuicola, que mejoren la sobrevivencia embrionaria a eclosion y cuya

utilizacion sea técnicamente viable en ovas de Galaxias maculatus.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Determinar la sobrevivencia, de ovas tratadas con formalina a una

concentracion de 250 ppm, como bano profilactico.

Determinar la sobrevivencia, de ovas tratadas con sal (sal de mar) a una

concentracion de 30 ppt, como bafo profilactico.

Determinar la sobrevivencia, de ovas tratadas con yodo a una concentracion

de 100 ppm, como bano profilactico.

2.2 PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS.

HO: Los tratamientos profilacticos de sal, formalina y yodo no mejoran la

sobrevivencia embrionaria en ovas de Galaxias maculatus.

H1:

Los tratamientos profilacticos de sal, formalina y yodo si mejoran la

sobrevivencia embrionaria en ovas de Galaxias maculatus.
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lll. MATERIALES Y METODOS.

En la aplicaciéon de los tratamientos profilacticos, el experimento fue
repetido tres veces, en el mismo lapso de tiempo, desde el 26 de octubre hasta el
24 de noviembre del 2001.

3.1 ACONDICIONAMIENTO DE REPRODUCTORES.

Los reproductores utilizados en los tres bioensayos, fueron de segunda
generacion nacida en cautiverio (F2), en el “hatchery” de la Escuela de Acuicultura
de la Universidad Catdlica de Temuco. Luego de su primer afio de vida, fueron
trasladados y acondicionados en la piscicultura del proyecto Fondef D99I11003 en
Faja Maisan, en estanques de tierra de 200 metros cubicos, con flujo abierto, en
condiciones de crianza semi-intensiva, alimentados sobre la base de zooplancton
producido en el mismo estanque y reforzada con pellet para salmones a una
frecuencia de tres veces al dia a saciedad. Los reproductores se muestrearon
cada 15 dias, seleccionando aquellos ejemplares con desarrollo gonadal completo

(madurez total) visualmente sanos y libres de enfermedades (Fig. 5).

Figura 5. Hembra de puye (Galaxias maculatus),

con madurez total.
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Los reproductores seleccionados con estas caracteristicas fueron 8
hembras con pesos entre 5-8 g y 4 machos con pesos entre 4-6 g, efectuando el

desove inmediatamente.

3.2 DESOVE DE REPRODUCTORES.

Este consistio, en obtener los gametos mediante masaje abdominal,
sedando los reproductores con el anestésico Benzocaina (BZ-20) a concentracion
de 1 ppt. Primero, se obtuvo el semen de los 4 machos en una placa petri
formando un “pool”. Luego, se guardé en un lugar refrigerado, a temperatura de
9 °C, a la espera de las ovas para la fecundacién. A cada hembra, se aplico el
mismo procedimiento, depositando los huevos en una placa manteniéndolas

cubiertas, refrigeradas a 9 °C y evitando pérdida de humedad.

Inmediatamente, utilizando el método humedo, en forma manual y
agregando agua dulce, se mezclaron simultdneamente los gametos en un
contenedor de ovas sumergido levemente en agua dulce, esparciendo los huevos
y dejandolos reposar por 5 minutos para que se hidraten. Luego, el contenedor fue
limpiado cuidadosamente con agua dulce, extrayendo residuos de semen que
puedan producir infeccion y se aspersdé con agua dulce para que las ovas
permanezcan humedas. Finalmente, el contenedor de ovas fue introducida en una
caja de plumavit, con “pack” de hielo a temperatura de 10 °C, y trasladada a la
sala de incubacion de la Escuela de Acuicultura en la Universidad Catdlica de

Temuco, para iniciar su proceso de incubacion.
Después de 24 horas de la fecundacion, se determind el porcentaje de

fertilizacion tomando al azar un lote de 50 ovas en una placa petri, con tres

réplicas, observando la presencia del estado de mérula.
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3.3 DISENO EXPERIMENTAL.

3.3.1 Quimicos utilizados:

Formalina: Con una composicién de 37 % de Formaldehido. Elaborado por

Veterquimica Ltda. Santiago. Chile.

Yodo: El utilizado fue aqua-yodo y se compone de un complejo tensoactivo no
ionico yodo/yoduro con 1.5 % de yodo activo, a pH neutro. Elaborado por

Veterquimica Ltda. Santiago. Chile.

Sal: Se utiliz6 sal de mar, con la marca Super Sal Lobos S.A. Granulada
Preservante 0.80 N, con una composicion quimica de Cloruro de Sodio (99.150%
min.), Sulfatos (0.500% max.), Calcio (0.090% max.), Magnesio (0.030% max.) e
Insolubles (0.070% max.)

3.3.2 Procedimiento de tratamiento.

3.3.2.a Incubacion.

El proceso de incubacién, fue de la misma manera como se realiza
utilizando los contenedores de ovas, efectuandose de la siguiente forma: Para los
tratamientos, se utilizaron 2000 ovas de Galaxias maculatus de 24 horas de
desarrollo, distribuidas al azar en placas petri (100 en cada placa). Cada
tratamiento, tenia 5 replicas y fue aplicado a la unidad experimental que son las
“ovas con 0jo” y la respuesta a analizar fue mejorar la sobrevivencia embrionaria

en la eclosion (Tabla 2).
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Todas las placas se incubaron en humedad, rociandolas 3 veces al dia con
agua con sal a 10 ppt, quedando completamente humedas, metodologia que
resulta mas eficiente desde el punto de vista de la sobrevivencia embrionaria y
larval (Bariles, 1999). La temperatura promedio de incubacion fue de 9,69 + 0.83

°C, llevando un registro diario de ellas.

Tabla 2. Diseno experimental de los tratamientos (N° ovas), con sus dosis y

replicas
CONTROL FORMALINA YODO SAL
250 ppm por 1 hr. 100 ppm por 1 hr. 30 ppt por 1 hr.
100 100 ) 100 ) 100
100 100 100 100
100 100 100 100
100 100 100 100
100 100 100 100

Una vez que las ovas alcanzaron el estado de "ova con ojos",
especificamente con los ojos pigmentados (Fig. 6) el 9 de noviembre del 2001 (14
dias de incubacion y 135.8 UTA), se comenzaron a aplicar los tres tratamientos
profilacticos. Esto se hizo cada dos dias, en total 7 veces, hasta el 23 de
noviembre (28 dias de incubacién y 271.6 UTA), debido a que los embriones
estaban muy activos (acto-reflejo a la luz y al rociarlas con agua), por el cual, se
determind detener los tratamientos, cubrir de agua las placas y esperar la

eclosion.
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Figura 6. Ovas embrionadas de puye (Galaxias maculatus), con

ojos pigmentados después de 250 UTA de incubacién.

3.3.4.b Tratamientos.

Control: Las 5 réplicas, se incubaron en humedad a 10 ppt durante todo el
proceso, cambiando el agua con sal tres veces al dia, sin recibir tratamiento

profilactico.

Formalina (250 ppm): Las 5 réplicas, se incubaron en humedad a 10 ppt,
cambiando el agua con sal tres veces al dia, hasta alcanzar el estado de “ova con
ojos”(con los ojos pigmentados). Luego, cada placa se limpié con agua dulce,
extrayendo el agua con sal, hasta que quedaron secas (sin agua). En seguida, se
asperso la solucion de formalina, dejando las ovas en ambiente humedo (al igual
que si fuesen incubadas a 10 ppt) por 60 minutos. Transcurrido el tiempo, cada
placa se limpi6 cuidadosamente con agua dulce, hasta eliminar completamente los
residuos del tratamiento. Posteriormente, se volvia a aspersar con agua con sal a
10 ppt, continuando su incubacion, hasta aplicar cada dos dias nuevamente, el

mismo procedimiento.
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Yodo (100 ppm): Las 5 réplicas se incubaron en humedad a 10 ppt, hasta la etapa
de “ova con ojo’(con los ojos pigmentados). Luego, cada placa sin agua era
aspersada con la solucién, dejando las ovas en humedad por 60 minutos.
Después cada placa se limpiaba cuidadosamente con agua dulce, hasta eliminar
completamente los residuos del tratamiento. En seguida, se volvia a aspersar con
agua con sal a 10 ppt, continuando su incubacion, aplicando cada dos dias el
tratamiento profilactico.

Sal (30 ppt): El procedimiento de tratamiento de las 5 replicas, fue similar al

efectuado con la formalina y el yodo.

Una vez eclosionadas las larvas, en cada bioensayo, a partir del dia 29
(281.3 UTA) hasta el dia 32 de incubacién (310.4 UTA), se determiné el porcentaje
de sobrevivencia, para posteriormente tomar al azar de cada tratamiento 100
larvas, depositandolas en vasos precipitados de 1 litro, con agua a 10 ppt, usando
aireacion y alimentadas con rotiferos, obteniendo con esto, la sobrevivencia larval
en 15 dias (Tabla 3), que permite proyectar el efecto o influencia de los

tratamientos, durante el desarrollo embrionario en la sobrevivencia de las larvas.

Tabla 3. Diseno para determinar sobrevivencia larval (15 dias), indicando el

numero de larvas por frasco de 1 litro.

BIOENSAYO CONTROL FORMALINA YODO SAL
N°1 100 100 100 100
N°2 100 100 100 100
N°3 100 100 100 100
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3.3.5 Analisis estadistico.

Para el analisis estadistico de los datos porcentuales, de la sobrevivencia
en la eclosiéon y larval de 15 dias, se adaptaron mediante la transformacion
arcoseno. Para los resultados de los 3 bioensayos y de la sobrevivencia larval, se
aplicé primeramente la homogeneidad de varianzas y la normalidad en los errores,
utilizando el test de Bartlett y la estadistica del chi-cuadrada. Pasado este paso, se
aplicé de acuerdo al disefio experimental (bloques completamente aleatorio) la
ANOVA, y con el resultado de esta (Ho rechazada) se aplico el test de Tukey, para
establecer las diferencias significativas entre los tratamientos de cada bioensayo.
Para la estimacion de la sobrevivencia larval a los 15 dias se tomaron 20 larvas de

cada replica, quedando cada bioensayo con 100 larvas.
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IV. RESULTADOS.

La incubacion, en los 3 bioensayos, finalizo el 27 de noviembre del 2001,
durando en total 32 dias (310.4 UTA) y el promedio de temperatura fue de 9.69 +
0.83 °C.

Los promedios de los porcentajes de sobrevivencia a eclosion, de los

tratamientos aplicados en cada bioensayo, se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Porcentajes de eclosion (Promedio + DE), en ovas de Galaxias
maculatus en los 3 bioensayos, sometidas a tratamientos profilacticos

de formalina, yodo y sal.

BIOENSAYO REPLICAS CONTROL YODO FORMALINA SAL
100 ppm 250 ppm 30 ppt
N° 1 5 A70.80+9.44 A70.80+3.34 A77.60+2.60 B90.40 +6.22
N° 2 5 A 66.00+4.69 A70.00+6.92 A73.20+5.93 B97.20 +2.68
N° 3 5 A 64.80+9.01 A68.80+8.67 A80.00+7.74 B 96.80 + 3.63

Letras distintas indican las diferencias estadisticamente significativas.
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Bioensayo 1: El promedio de eclosion para la sal fue de 90.40 + 6.22 %,

observandose diferencias significativas de sobrevivencia con los demas
tratamientos de formalina (77.60 + 2.60 %), yodo (70.80 + 3.34 %) y control (70.80
+9.44 %) (Fig. 7).
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Fig. 7. Porcentajes eclosién (Promedio + DE), obtenidos en embriones de puye

(Galaxias maculatus) sometidos a tratamientos profilacticos de sal, yodo,
formalina y control. Letras distintas indican las diferencias

estadisticamente significativas.

35



Bioensayo 2: En este, se obtiene un promedio de eclosién para la sal de 97.20 +

2.68 %, observandose al igual que el bioensayo 1, diferencias significativas de

sobrevivencia con los otros tratamientos de formalina (73.20 + 5.93 %), yodo

(70.00 +
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Fig. 8.

6.92 %) y control (66.00 + 4.69 %) (Fig. 8).
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Porcentajes eclosion (Promedio + DE), obtenidos en embriones de puye
(Galaxias maculatus) sometidos a tratamientos profilacticos de sal, yodo,
formalina y control. Letras distintas indican las diferencias

estadisticamente significativas.
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Bioensayo 3: En este experimento, se mantiene la tendencia de obtener elevados
porcentajes de eclosion para el tratamiento con sal (96.80 + 3.63 %), obteniendo
en relacién con los demas tratamientos de formalina (80.00 + 7.74 %), yodo (68.80
+ 8.67 %) y control (64.80 + 9.01 %) diferencias significativas en la sobrevivencia

embrionaria a eclosion (Fig. 9).
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Fig. 9. Porcentajes eclosién (Promedio + DE), obtenidos en embriones de puye
(Galaxias maculatus) sometidos a tratamientos profilacticos de sal, yodo,
formalina y control. Letras distintas indican las diferencias

estadisticamente significativas.

La obtencion de elevados porcentajes de eclosion con el tratamiento de sal,
es corroborado por la ANOVA de bloques completamente aleatorios, que
determiné (tabla de Fisher con 5% de significacion) que la aplicaciéon de
tratamientos profilacticos logran mejoran la sobrevivencia embrionaria en relacion
al control (rechazando Ho). Ademas de esto, el test a posteriori (Tukey, con un
nivel de significancia de 0.05), establece que sélo el tratamiento profilactico de sal
posee diferencias significativas (p<0.05) con los otros tratamientos, por lo cual, la
aplicacién de sal (30 ppt) como bano profilactico en ovas de Galaxias maculatus,

es efectiva en mejorar la sobrevivencia embrionaria a eclosion.
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Después de 15 dias de producida la eclosion, los resultados de la
sobrevivencia de las larvas, provenientes de las ovas tratadas con sal, formalina,

yodo y control, son expresados en la Tabla 5.

TABLA 5. Numero de larvas sobrevivientes después de 15 dias de la eclosion
por bioensayo, obtenidas de embriones de puye (Galaxias
maculatus) sometidas a diferentes tratamientos profilacticos.

BIOENSAYO CONTROL FORMALINA YODO SAL
N°1 75 68 52 82
N°2 76 70 60 85
N°3 73 74 63 92

PROMEDIO 74.66+1.52 70.66+3.05 58.33+5.68 86.33+5.13

El promedio de sobrevivencia de las larvas provenientes de ovas tratadas
con sal fue de 86.33 + 5.13 %, obteniendo diferencias significativas (p<0.05) con
los otras sobrevivencias, sefialando con esto, que el tratamiento de sal es inocuo

en la sobrevivencia larval.
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V. DISCUSION.

De acuerdo con los resultados obtenidos en cada bioensayo, se determind
que los tratamientos profilacticos, logran mejorar la sobrevivencia embrionaria en
ovas de Galaxias maculatus, pero mas especificamente, el tratamiento de sal fue
el que tuvo mejor resultado, reflejado en los porcentajes de sobrevivencia a
eclosion (Fig. 7,8 y 9).

Ademas, el analisis estadistico determiné que el tratamiento de sal, posee
diferencias significativas (p<0.05) con los demas tratamientos, con promedios de
eclosién de 90.40 + 6.22 %, 97.20 + 2.68 % y 96.80 + 5.63 %, para cada
bioensayo, respectivamente (Tabla 4). De acuerdo con esto, se reflejo una minima
mortalidad de ovas embrionadas, después de aplicar el tratamiento, ademas no se
observo la presencia de hifas de hongos, por acciéon de la saprolegniasis. Esto,
concuerda con Phelps y col. (1993), Marking y col. (1994) y Kitancharoen y col.
(1998), que senalaron que la aplicacion de sal como tratamiento profilactico, es
efectiva para prevenir y atacar agentes infecciosos, como también, que su
utilizacién puede ser 6ptima para ovas de diferentes especies de agua dulce de

interés comercial (catfish, carpa y trucha arco iris).

Edgell y col. (1993) y Willoughby (1994), describieron que la aplicacién de
sal a concentraciones altas (20-30 ppt), en salmén chinook, es mas efectiva (con
relacion a otros quimicos sefialados en esta investigacion), para prevenir y atacar
agentes fungicidas, principalmente el hongo Saprolegnia sp. Ademas, Taylor y col.
(1979) y Froelich y col. (1996) senalan que la incubacion de ovas, usando sal
como tratamiento, es poco toxica, con un bajo riesgo ambiental, sin dafar o influir
en el crecimiento de los peces, ademas, que es un compuesto de bajo costo y facil
disponibilidad, agregando finalmente, que este quimico puede ser usado para
reemplazar efectivamente al verde de malaquita, compuesto utilizado por largos

afos por la industria salmonera.
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Las diferencias significativas (p<0.05) encontradas, comparando el
tratamiento de sal con el yodo (Fig. 7, 8 y 9), se debid principalmente, a que esta
ultima al momento de aplicarse a ovas de puye, se observdé mortalidades que
oscilaron en todos los bioensayos en alrededor de 30 %. Esto concuerda, con la
aplicacion efectuada por Quezada (1997) en Galaxias maculatus, que obtuvo
alrededor de 66 % de mortalidad, debida principalmente a que el compuesto
provoco dano considerable a las ovas, matando los embriones. Esto, a pesar de
que tuvo un efecto positivo en prevenir que las hifas del hongo actuen matando a
las ovas sanas mas cercanas. Estas observaciones, concuerdan con esta
investigacion, ya que, aunque no se observo hifas del hongo, si se detectd
mortalidades en los embriones. Pero también, las diferencias de sobrevivencia en
la eclosion obtenidas en esta investigacion (Tabla 4), con la que obtuvo Quezada
(1997), se debid a que en ese experimento se utilizaron ovas de 24 horas de
desarrollo, y no cuando los embriones tenian los ojos pigmentados, por lo cual,
esta metodologia de disefio resulté importante al momento de comparar estas
investigaciones. Pero, a pesar de las diferencias de disefio experimental con
Quezada (1997), los resultados de sobrevivencia, de esta investigacién, no
concuerdan con los experimentos hechos por Walser y Phelps (1993) que
concluyeron que el yodo, es efectivo en obtener elevados niveles de eclosion
(alrededor de 28 %, por sobre el control) y de no dafar los embriones al aplicarla
en ovas de Ictalurus punctatus, aunque si sefalan, que no supera en eficiencia a

la sal y formalina como profilactico.

Las diferencias significativas (p<0.05) obtenidas, al comparar los
tratamientos de sal y formalina (Fig. 7, 8 y 9), especificamente, en las elevadas
sobrevivencias en eclosion, con las ovas tratadas con sal a 30 ppt, no concuerdan
con las investigaciones hechas por Froelich y col. (1996), en Cyprinus carpio,
quienes determinaron que el tratamiento de formalina a 250 ppm, es mas efectivo
que el tratamiento de sal, desde el punto de vista de prevenir el ataque fungicida y
obtener elevados porcentajes de eclosion. Esto, es ratificado por las

investigaciones hechas por Cline y col. (1972), Barnes y col. (1997) y Barnes y
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col. (2000) que utilizaron formalina en ovas de salmon chinook y trucha arco iris,
observando una reduccioén de mortalidad de ovas con 0jo, sin determinar que dafie
al embrién, logrando obtener porcentajes de sobrevivencia en la eclosiéon entre un
87.9 % a 93.1 %, ademas este tratamiento, previene y elimina efectivamente los

hongos, no favoreciendo la accion de la saprolegniasis.

Estas conclusiones, son rebatidas por otras investigaciones realizadas por
Waterstrat y col. (1995) y Schreier y col. (1996), al utilizar formalina en ovas de
salmon chinook y trucha arco iris, concluyendo que efectivamente el tratamiento
de formalina es mejor que otros quimicos en prevenir y eliminar la accién de la
saprolegniasis y mejorar la sobrevivencia embrionaria, logrando porcentajes de
eclosion entre 90 a 98 %, pero agregando, que la aplicacion de sal como
tratamiento profilactico es un éptimo quimico contra la saprolegniasis, mejorando
la sobrevivencia embrionaria (20 %, por sobre el control), por lo cual, este quimico

no se puede descartar como elemento de accidn profilactica.

Estas ultimas conclusiones, concuerdan con Marking y col. (1994) que
senalan que ovas de trucha arco iris tratadas con sal a 30 ppt y formalina a 250
ppm, disminuyen los niveles de infeccion, mejorando los porcentajes de eclosion

alrededor de un 25 % por sobre el control.

El efecto no deseado, que pudo tener la aplicacion de los tratamientos de
formalina y yodo, a diferencia del tratamiento de sal, puede haberse debido a que
las concentraciones utilizadas (100 y 250 ppm, para el yodo y la formalina,
respectivamente) tuvieron incidencia en el desarrollo del embriéon a partir de la
aplicacion los tratamientos. Esto ultimo, se puede corroborar con los resultados de
sobrevivencia larval de 15 dias, obteniendo para las larvas provenientes de ovas
tratadas con formalina una sobrevivencia promedio de 70.66 + 3.05 %, y para el
yodo de 58.33 + 5.68 %, apreciando diferencias significativas (p<0.05) con la
sobrevivencia de las larvas provenientes de ovas tratadas con sal, que tuvo una

sobrevivencia quincenal de 86.33 + 5.13 % (Tabla 5), pudiendo senalar, y de
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acuerdo a lo que obtuvo Fitzpatrick y col. (1995), con relacién al efecto de la
formalina, que esta tiene incidencia negativa en los peces (larvas de catfish),
influyendo en el crecimiento y sobrevivencia de los peces en los primeros estados

de desarrollo, después de la eclosion.

En cambio, con las larvas provenientes de ovas tratadas con sal, su
sobrevivencia a los 15 dias refleja que el tratamiento fue inocuo en el desarrollo de
las larvas. Esto ultimo, es corroborado por Edgell y col. (1993), que al aplicar sal
como tratamiento en ovas de salmén chinook, no provocé elevados porcentajes de
larvas anormales (9 %), con relacion a otros compuestos como el verde de

malaquita (16 %).

La positiva aplicacion de sal (30 ppt) como tratamiento profilactico, desde el
punto de vista de beneficiar la obtencion de grandes cantidades de ovas, con el
objetivo de producir cristalinos de interés comercial, resulta tremendamente
importante. Ademas, por las caracteristicas de las ovas de Galaxias maculatus y
por la tecnologia de incubacion desarrollada, resulta indispensable tener una
metodologia profilactica que resguarde las producciones de ovas, y que a la vez

su aplicacion no sea de alta dificultad.

A pesar de los resultados obtenidos en esta investigacion, su éxito esta
sujeto, ademas, a diversas variables relacionadas con la incubacion, como la
calidad de las ovas y reproductores, que para esta investigacion, no resultaron
perjudiciales. En ese sentido, los objetivos alcanzados en esta investigacion, con
el tratamiento de sal, reflejados en los resultados de la sobrevivencia embrionaria
en la eclosidén, junto a que la aplicaciéon de los tratamientos es de baja dificultad, y
ademas, que el tratamiento no tiene influencia en el crecimiento de las larvas, es
relevante cuando se quiere desarrollar tecnologias productivas para especies

nuevas como Galaxias maculatus.
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VI. CONCLUSIONES.

+ De los tres tratamientos profilacticos, el aplicado con sal a 30 ppt, logra
mejorar entre un 20-30 % por sobre el control, la sobrevivencia embrionaria

a eclosion en ovas de Galaxias maculatus.

« EIl tratamiento de sal, obtiene una mejor sobrevivencia embrionaria a
eclosion (90.40 + 6.22 %, 97.20 + 2.68 % y 96.80 + 5.63 %, para cada
bioensayo), con relacion a los otros tratamientos de formalina (77.60 + 2.60
%, 73.20 £ 5.93 % y 80.00 + 7.74 %) y yodo (70.80 + 3.34 %, 70.00 £ 6.92
% y 68.80 + 8.67 %), ademas esto se refleja en las diferencias significativas

(p<0.05) encontradas al comparar los tratamientos.

s Como las ovas de puye, en la naturaleza, se incuban en salinidades
oscilantes entre 10 a 30 ppt (Mitchell, 1991), esto reflejaria que el
tratamiento de sal es el elemento mas “natural” para aplicar en ovas de
Galaxias maculatus, por los resultados de su desarrollo embrionario y

sobrevivencia larval que se obtiene posteriormente.

+» La sobrevivencia larval de 15 dias, proveniente de ovas tratadas con sal,
fue de 86.33 £ 5.13 %, obteniendo diferencias significativas (p<0.05) con los
demas tratamientos (70.66 + 3.05 %, 58.33 £ 5.68 % y 74.66 + 1.52 %, para
la formalina, yodo y control respectivamente), indicando con esto, que el

tratamiento profilactico fue inocuo sobre la sobrevivencia larval.
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+ EIl procedimiento de aplicacion de los tratamientos es de baja complejidad,
ya que se realiza de la misma manera a como se incuban actualmente las
ovas de puye, es decir, aspersandolas o rociandolas diariamente para
mantenerlas humedas. Estimando con esto, que su utilizacion puede ser
optimizada para serla viable en ovas de Galaxias maculatus, de acuerdo a

la tecnologia de incubacion que se realiza actualmente.
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