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RESUMEN. Se evalu6 el efecto de seis temperaturas constantes en la sobrevivencia embrionaria, periodo
embrionario y periodo de eclosion de Galaxias maculatus de 7 a 22°C, en condiciones de laboratorio. Los
resultados de la sobrevivencia embrionaria fueron: 90,6 * 2,0; 88,7 + 8,6; 87,7 £ 0,7; 89,7 £ 4,2; 70,0 £ 5,6 y
49,5 £ 7,4% a temperaturas de 7, 10, 13, 16, 19 y 22°C. Exceptuando la temperatura de 22°C, no hay
diferencias significativas entre ellas (P > 0,05). Estos resultados caracterizan al embrion como euritérmico
independientemente de ser una especie de aguas subantarticas. En relacion al periodo embrionario (7#50%),
los resultados fueron de 40,8 + 0,6; 27,0 £ 0,0; 17,3 £ 0,6; 16,3 £ 0,6 y 13,3 £ 0,6 dias a temperaturas de 7, 10,
13, 16 y 19°C respectivamente, con diferencias significativas entre ellas (P < 0,05), y en el caso del periodo de
eclosion (1#50%), fue de 8,3 + 0,6; 6,3 + 1,5; 5,0 £ 0,0; 6,3 £ 0,6; 5,0 £ 1,0 y 4,3 £ 0,6 dias a temperaturas de
7,10, 13, 16, 19 y 22°C respectivamente, con diferencias significativas entre ellas (P < 0,05). Los resultados
sugieren que el rango de temperaturas entre 10 y 16°C es 6ptimo para la incubacion de ovas de G. maculatus,
ya que se obtienen combinadamente altos porcentajes de sobrevivencia embrionaria >87,7%, periodos
embrionarios <27 dias y periodos de eclosion <6,3 dias. Estos resultados permitiran optimizar la sobrevivencia
embrionaria y el eventual cultivo de la especie para fines comerciales o de repoblamiento.

Palabras claves: Galaxias maculatus, puye, eclosion, incubacion, tolerancia térmica, sobrevivencia
embrionaria.

Effect of temperature on survival of embryos of puye Galaxias maculatus
(Jenyns, 1842)

ABSTRACT. We evaluated the effect of six constant temperatures on embryonic survival, embryonic
period and hatching period of Galaxias maculatus from 7 to 22°C under laboratory conditions. The results
of embryo survival were: 90.6 £ 2.0, 88.7 + 8.6, 87.7 £ 0.7, 89.7 + 4.2, 70.0 £ 5.6 and 49.5 + 7.4% at
temperatures of 7, 10, 13, 16, 19 and 22°C. Except for the temperature of 22°C, there were no significant
differences between them (P < 0.05). These results characterize the embryo as eurythermic regardless of
being a subantarctic waters species. Regarding the embryonic period (7#50%), the results were 40.8 + 0.6,
27.0+0.0,17.3 £0.6,16.3 £ 0.6 and 13.3 + 0.6 days at temperatures of 7, 10, 13, 16 and 19°C respectively,
with significant differences between them (P < 0.05) and in the case of the hatching period (/#50%), was 8.3
+0.6,63+1.5,50%£0.0and 6.3 £0.6,5.0 £ 1.0 and 4.3 £ 0.6 days at temperatures of 7, 10, 13, 16, 19 and
22°C respectively with significant differences between them (P < 0.05). These results suggest that the range
of temperatures between 10 and 16°C is optimal for the incubation of G. maculatus eggs, since in that range
high embryonic survival (>87.7%) combined with embryonic periods of less than 27 days and hatching
periods less than 6.3 days were obtained. These results will optimize embryo survival and eventually rearing
of the species for commercial purposes or restocking.
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INTRODUCCION

Galaxias maculatus (Jenyns, 1842) conocido en Chile
como “puye”, es un pez pequeiio de 8 a 12 g de peso,
con distribucidon circumpolar antartica (McDowall,
1971; Andrews, 1976, 1982; Barriga et al., 2002). Se
reconocen dos poblaciones naturales, una que realiza
su ciclo de vida completo en cuerpos de agua dulce
(landloked) y otra migratoria (diadromous), que vive
como adulto en agua dulce y en la época reproductiva
migra hacia los estuarios para desovar y completar su
desarrollo embrionario entre dos a cuatro semanas
(Taylor & Kelly, 2001). Posteriormente, las larvas se
dirigen al mar y después de aproximadamente 6 meses
retornan como post-larvas a los cuerpos de aguas
continentales donde alcanzan su adultez (McDowall,
1971, 1972, 1988; Campos, 1973; Mitchell, 1991;
Barriga et al., 2007).

Considerando que las poblaciones naturales de este
recurso en Nueva Zelanda, Australia y Chile, han
declinado por sobre-explotacion pesquera, degradacion
del habitat (Jowett, 2002), ¢ introduccion de nuevos
depredadores y competidores (Allibone, 1999; Aigo et
al., 2008; Arismendi et al., 2009), su importancia en
la red trofica en los cuerpos de agua dulce amerita
realizar estudios sobre su reproduccion artificial, para
fines de repoblamiento y/o cultivo comercial. En este
sentido, un paso necesario para generar la repro-
duccién artificial es determinar las condiciones
ambientales Optimas para la incubacion de las ovas. Al
respecto, la temperatura del agua junto con la
salinidad, representan los factores ambientales mas
importantes para el desarrollo de embriones y larvas
de peces estuarinos, influyendo en las tasas de
sobrevivencia; tasas de crecimiento y eclosion;
longitud al momento de la eclosion; volumen de
vitelo; tamafo de la ova y porcentaje de larvas
deformes (Mihelakakis & Kitajima, 1994; Hart &
Purser, 1995; Watson & Chapman, 1996; Pepin et al.,
1997; Mihelakakis & Yoshimatsu, 1998; Atse et al.,
2002; Blood, 2002; Ekmeke¢i, 2002; Albert et al.,
2004; O'Neal & Weirich, 2004; Bhattacharya et al.,
2006; Hassell et al., 2008). En el caso especifico de la
temperatura, valores fuera del rango 6ptimo generan
escasa sobrevivencia embrionaria, bajo éxito de
eclosion, reduccion de las tasas de crecimiento y
aumento de enfermedades en los alevines (Watson &
Chapman, 1996; Bunn et al., 2000; De Assis et al.,
2004). En el caso de la poblacion migratoria del puye,
se desconoce el rango de temperatura en que se
desarrolla su ontogenia embrionaria, la hipotesis es
que el embridn es estenotérmico considerando que su
distribucion natural esté circunscrita a aguas frias.

El objetivo de este estudio es evaluar el efecto de
la temperatura en la sobrevivencia embrionaria,
periodo embrionario y tasa de eclosion de una
poblacién migratoria de puye, sometida a diferentes
temperaturas constantes de incubacion, desde 7 a
22°C, en condiciones de laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

Muestra bioldgica

Las ovas se obtuvieron de reproductores prove-
nientes de una poblacién migratoria de G. maculatus
criada en cautiverio. Un total de 20 hembras fueron
desovadas mediante masaje abdominal y posteriormente
fertilizadas artificialmente con un pool de semen de
15 machos. La seleccion de los especimenes maduros
se determind mediante una escala macroscOpica de
madurez sexual, adaptada para esta especie (Bariles et
al., 2003).

Condiciones de incubacion de los embriones

El acondicionamiento de los embriones, previo al
tratamiento, se adecud segin lo mencionado por
Bariles et al. (2003) y Mitchel (1989), manteniéndolos
en agua dulce, preparada con sal de mar comercial, a
salinidad de 10 ups, con recambio total de una vez dia,
fotoperiodo de luz natural y temperatura constante de
10 £ 0,2°C. Estas condiciones se mantuvieron durante
el bioensayo cambiando solo las temperaturas a las
que fueron expuestos los embriones de cada
tratamiento.

Disefio experimental

Se seleccionaron embriones, con disco embrionario en
desarrollo, al quinto dia post-fertilizacion, mediante
microscopio estereoscopico e incubados en placas
Petri estériles dispuestas en incubadores termo-
regulados a temperaturas constantes de: 7, 10, 13, 16,
19y 22 £ 0,2°C, previa aclimatacion a una tasa de 2°C
h™'. Cada uno de los seis tratamientos de temperatura
se realizd con tres réplicas, utilizando un total de
1.800 embriones, distribuidos en 18 placas Petri, cada
una con 100 embriones. En cada tratamiento,
diariamente se contabilizaron y retiraron los embriones
muertos.

En cada tratamiento se mantuvieron 48 larvas
recién eclosionadas en vasos de precipitado de 1000
mL, con agua de pozo preparada a 10 ups de salinidad,
fotoperiodo natural, aireacién constante, temperatura
entre 14 y 16°C, previa aclimatacioén de las larvas al
cambio de temperatura, a razén de 1°C h! y
alimentaciéon en base a rotiferos enriquecidos
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(Brachionus plicatilis) a razén de 10 rotiferos mL™"
dia” (Dantagnan, 2003). Cada tratamiento se realizo
con tres réplicas, determinando la sobrevivencia larval
a los 10 dias posteriores a la eclosion.

Para cuantificar el efecto de la temperatura en los
embriones, se determiné la sobrevivencia embrionaria,
que correspondio a la diferencia entre el nimero total
de embriones al inicio del periodo experimental y el
numero total de embriones eclosionados al final de
dicho periodo, expresados en porcentaje dia™. Periodo
embrionario (7#50%), definido como el intervalo de
tiempo desde la fertilizacion del huevo hasta que el
50% de ellos eclosiona, expresado en dias. Periodo de
eclosion (7E 50%), definido como el intervalo de
tiempo desde el dia en que eclosiond el primer
embrion hasta que eclosion6 el 50% de ellos,
expresado en dias. Sobre-vivencia larval expresada en
porcentaje, corres-pondiente a la diferencia entre el
total de larvas al inicio del experimento y el total de
larvas sobrevivientes al décimo dia.

Andlisis estadistico

Los datos de sobrevivencia embrionaria y larval,
periodo embrionario y periodo de eclosion de los
distintos tratamientos se presentan como media
matematica y su desviacion estdndar. Se utilizé el
analisis de varianza de una via (ANOVA) y el test de
Tukey para determinar diferencias a posteriori (P <
0,05). El test de Shapiro-Wilk y el test de Levene se
emplearon para evaluar los supuestos de normalidad y
homocedasticidad respectivamente. Los datos porcen-
tuales se transformaron mediante la transformacion
angular. Para estimar el periodo embrionario y periodo
de eclosion se utilizo la regresion probit graficando el
porcentaje de ovas eclosionadas (7 %) contra el
tiempo (7, dias) y para linealizar la curva (#, %)
fueron convertidos a unidades probit (v) y graficados
contra el logaritmo del tiempo (x = log f), usando la
regresion lineal y = a+bx (Kamler, 2002). Los analisis
anteriormente sefialados se realizaron empleando los
programas computacionales SPSS 20 y Sigmaplot
12.0.

RESULTADOS

Sobrevivencia embrionaria y de post-eclosién

Los promedios porcentuales de sobrevivencia embrio-
naria disminuyeron en la medida en que aument6 la
temperatura, obteniéndose sobrevivencia embrionaria
de 90,6 + 2,0 y 49,5 + 7,4°C para las temperaturas
extremas de 7 y 22°C respectivamente, con diferencias
significativas entre el tratamiento de 22°C versus los

restantes tratamientos (P < 0,05) (Tabla 1). La
sobrevivencia embrionaria acumulada por dia de cada
tratamiento se muestra en la Figura 1. En la Figura 2
se muestra la dependencia en que a mayor temperatura
menor sobrevivencia embrionaria (I = 0,95). La
sobrevivencia promedio de larvas al décimo dia de los
distintos tratamientos, no registrd diferencias signifi-
cativas (P > 0,05) entre ellas (Tabla 1).

Periodo embrionario (tu 50%)

El periodo embrionario disminuy6 conforme aumento
la temperatura en los tratamientos de 7 y 19°C fue de
40,8 + 0,6 y 13,3 £ 0,6 dias respectivamente, registran-
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Figura 1. Porcentaje promedio de sobrevivencia
embrionaria (n = 3 réplicas) de Galaxias maculatus y
duracion del periodo de incubacion (dias) a distintas
temperaturas.
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Figura 2. Relacion entre la temperatura (°C) y la
sobrevivencia embrionaria (%), ajustada a una regresion
cuadratica en embriones de Galaxias maculatus.
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Tabla 1. Resultados de sobrevivencia embrionaria, periodo embrionario, periodo de eclosion, sobrevivencia larval a los
10 dias post-eclosion y dias de ocurrencia de etapas del proceso embrionario de Galaxias maculatus sometidas a seis
temperaturas de incubacion (los nimeros entre paréntesis corresponden a la desviacion estandar).

Tratamiento
Variable
7°C 10°C 13°C 16°C 19°C 22°C

[1] Sobrevivencia embrionaria (%) 90,6 (2,0)* 88,7 (8,6) 87,7(0,7)" 89,7 (4,2)* 70,0 (5,6)° 49,5 (7.4)°
[2] Periodo embrionario al (tE 50%) (dias) 40,8 (0,6)* 27,0 (0,0)° 17,3 (0,6)° 16,3 (0,6)° 13,3 (0,6)" -

[3] Periodo de eclosion al (tE 50%) (dias) 8,3 (0,6)* 6,3 (1,5 5,0(0,2)° 6,3 (0,6)b™ 5,0(1,0° 4,3 (0,6)
Sobrevivencia larval (%) 86,0 (2,5)" 88,0 (1,8)" 86,0 (1,4)" 86,0 (1,1)" 88,0(2,3)" 86,0(1,9)"
*Inicio pigmentacion ocular (dias) 13 7 4 4 3 3
*Inicio movimiento embrion (dias) 24 11 8 8 7 6
*Inicio eclosion (dias) 33 19 13 11 9 8

ANOVA: [1] F=29,00 (5,17 P = 0,001 [2] F = 1398,1 (4,14 P = 0,001 [3] F= 8,19 (5,17) P = 0.001 [4] F= 0,930 s.17, P = 0,495

(Letras iguales no hay diferencias significativas)
(-) No se alcanza el 50% de sobrevivencia embrionaria
(*) Corresponde al tiempo desde la fertilizacion del huevo

dose diferencias significativas (P < 0,05) entre los
tratamientos (Tabla 1). Del analisis se exceptud el
tratamiento a 22°C, ya que no alcanzd al 50% de
sobrevivencia embrionaria. Los valores de intercepto y
pendiente de la regresion probit para la estimacion
teorica de los dias del periodo embrionario se entregan
en la Tabla 2.

Periodo de eclosion (tE 50%)

El periodo de eclosion promedio disminuyod en
funcion de la temperatura desde 8,3 + 0,6; a 4,3 + 0,6
dias a temperaturas de 7 y 22°C respectivamente,
registrandose diferencias significativas (P < 0,05)
entre los distintos tratamientos. Estas diferencias
también se observaron cuando los embriones
comenzaron a eclosionar a 7°C, fue de 33 dias post-
fertilizacion a 22°C fue de 8 dias (Tabla 1). Los
valores de intercepto y pendiente de la ecuacion probit
para la estimacion tedrica de los dias del periodo de
eclosion se entregan en la Tabla 2.

DISCUSION

Sobrevivencia de embriones

Los embriones de puye sobrevivieron desde 7 a 22°C,
aunque esta Ultima temperatura redujo significati-
vamente su sobrevivencia. De acuerdo a los resultados,
el rango térmico Optimo para el desarrollo de la
ontogenia embrionaria se determind entre 7 y 16°C
con sobrevivencias promedio superiores al 87,7%.
Bariles et al. (2003) reportaron que a temperatura de 5

+ 1°C no hay divisién celular y sobre 15°C Ila
sobrevivencia disminuye.

Considerando que la distribucion natural de la
especie esta circunscrita a cuerpos de agua de regiones
subantarticas, se esperaba que los embriones tuviesen
un rango de tolerancia térmica restringido, al
contrario, sobrevivieron en un amplio rango térmico (7
a 22°C). Lo anterior se podria explicar considerando que
la especie desova en zonas intermareales (Balon, 1984;
Mitchell, 1991; McDowall, 2006) y, por consiguiente,
desarrolld6 una adaptacion evolutiva para resistir
amplias fluctuaciones de temperatura, al permanecer
fuera y bajo el agua como resultado del ciclo mareal.
No hay informacion de los limites termales de
sobrevivencia del embridn a temperatura constante. A
partir de estudios de campo, se han reportados rangos
térmicos en los cuales ocurre el desove y el desarrollo
embrionario de esta especie (Mitchell, 1989, 1991) y
de otros galaxiidos con los cuales G. maculatus
comparte habitat (Benzie, 1968; Hopkins, 1979;
O’Connor & Koehn, 1998; Moore et al., 1999;
McDowall & Charteris, 2006; Lattuca et al., 2008). En
ensayos de laboratorio a temperatura constante,
Benzie (1968), reportd sobrevivencias embrionarias a
4,4°C, en cambio Bariles ef al. (2003) reportaron que
ovas fecundadas a temperatura de 5 + 1°C detienen su
division celular, caracterizandolo como euritérmico de
acuerdo a la clasificacion de Dash & Dash (2009).

En relacion a las larvas provenientes de los
embriones expuestos a distintas temperaturas, incluidas
las mantenidas a 22°C, se obtuvieron sobrevivencias
promedios entre 84 y 86% a los 10 dias post-eclosion,
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Tabla 2. Valores de intercepto (a) y pendiente (b) de la
regresion probit (y = atbx) para estimar el periodo
embrionario y el periodo de eclosion expresado en dias
(n =3 réplicas) de embriones de puye Galaxias maculatus
incubados a seis temperaturas diferentes.

Tratamiento Periodo embrionario  Periodo de eclosion

°C) a b a b
7 -4,969 0,118 -1,281 0,118
10 -5,001 0,175 -1,844 0,175
13 -1,918 0,103 -0,677 0,103
16 -1,666 0,101 0,647 0,101
19 -4,048 0,321 1476 0321
22 - - -2,72 0,503

no habiendo diferencias significativas entre ellas, en
los datos se observd que la temperatura de incubacion
(7 a 22°C), a diferencia de su incidencia en la
sobrevivencia embrionaria, no influy6é posteriormente
en la sobrevivencia larval. En los promedios de 10 y
22°C se registrd una alta variabilidad en los resultados
producto de una alta mortalidad en una de las réplicas
de cada tratamiento (n = 3), lo que incrementd la
desviacion estandar de los resultados promedios.

Al determinar una temperatura Optima de
incubaciéon se deberia considerar ademas de los
porcentajes de sobrevivencia y duracion de los
periodos embrionario y de eclosion, lo expresado por
Kamler (2002), que a temperaturas bajas los gastos
metabolicos del desarrollo embrionario son mayores
comparativamente que a temperaturas mayores, sin
embargo estos gastos en el presente trabajo no se
expresaron en menor sobrevivencia embrionaria y
larval.

Periodo embrionario (tE 50%)

Los embriones sometidos a distintas temperaturas de
incubacion tuvieron diferencias significativas en
relacion a la extension del periodo de incubacion. De
acuerdo a los resultados, existié alta correlacion (1* =
0,99) entre la temperatura y el periodo de incubacion,
concordando con lo reportado en la literatura, que
bajas temperaturas retardan el desarrollo embrionario
en los peces y altas temperaturas lo aceleran (Benzie,
1968; Mitchell, 1989; Asoh & Yoshikawa, 2002;
Kamler, 2002). A temperatura de 7°C, la duracion del
periodo de incubacién del embrion de G. maculatus
fue en promedio, de 40,8 + 0,6 dias, valores similares
a los reportados por Mitchell (1989), en cambio a
19°C la duracioén fue de 13,3 + 0,6 dias.

El desarrollo ontegénico del puye es muy sensible
a la temperatura, el aumento de 7 a 10°C, redujo en
2/3 el periodo embrionario (50%) desde 40,8 = 0,6 a

27 + 0,0 dias. Del mismo modo a los 19°C el tiempo
fue de 13, 3 + 0,6 dias, comparativamente tres veces
menor al requerido a 7°C. Este fendémeno ha sido
reportado en otros peces (Hart & Purser, 1995;
Mihelakakis & Yoshimatsu, 1998; Martell et al.,
2005; Saka et al., 2005).

Periodo de eclosion (tE 50%)

Los valores del periodo de eclosion de G. maculatus
fluctuaron entre 4,3 + 0,6 y 8,3 £ 0,6 dias, estos
resultados indican que la temperatura influye sobre la
extension del periodo de eclosion, encontrandose
diferencias significativas. La relacion entre el tiempo
de eclosion y la temperatura ha sido reportada en
varios peces (Killeen et al., 1999; Ojanguren & Brana,
2003; Yang & Chen, 2005; Das et al., 2006). Al
respecto, los resultados muestran que el tiempo de
eclosion es menor a medida que aumenta la
temperatura.

De acuerdo a los resultados obtenidos, el rango de
temperatura constante entre 10°y 16°C es 6ptimo para
la incubacion de ovas de la especie, ya que
combinadamente se obtuvieron altos porcentajes de
sobrevivencia  embrionaria  (>87,7%), periodos
embrionarios (<27 dias) y periodos de eclosion (<6,3
dias). Informacion que se obtuvo con tres réplicas por
tratamiento, no habiendo datos en literatura que
permitan comparar los resultados obtenidos en este
trabajo. Estos resultados son una contribucion para
entender las interacciones de la temperatura en la
ontogenia de la especie y en general, optimizar la
sobrevivencia embrionaria para un modelo de
produccion de la especie.
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