l. INTRODUCCION

El cultivo de trucha arco iris es un medio de sustento de muchas
comunidades, en diferentes provincias del Ecuador, debido al contenido
proteico y alto valor nutricional que ofrece. El objetivo de los piscicultores radica
en la obtencion de peces con mayor tamafio y peso corporal, ademas faciles de
manejar en las piscinas de cultivo. Pero la gran mayoria se ha visto en la
necesidad de sacrificar a sus animales antes de la época de maduracién por
los problemas que esta etapa conlleva (Pineda et al., 2003).

La maduracion sexual de los Salmoénidos como la trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss) es un proceso que provoca efectos poco deseados en
su desarrollo con cambios fisiologicos y morfolégicos marcados. La ovogénesis
y espermatogénesis estan acompafiados por una fuerte alteracion hormonal.
En los machos el incremento de los niveles de testosterona genera una mayor
agresividad y territorialidad provocando un dificil manejo en las instalaciones
piscicolas. Ademas, debido a la segregacion enddcrina, la calidad de la carne
pierde sus caracteristicas organolépticas de sabor y consistencia. En las
hembras el problema es aun mayor debido a que existe una disminucion del
crecimiento y pierden el 30% de su peso corporal en produccion de gametos.
Esto significa que las truchas no ocupan su energia metabodlica en la

produccion de carne sino en la formacion de gonadas (Pérez et al., 1999).

La Biotecnologia es sin duda una de las mas prometedoras actividades
para el mejoramiento de la produccion acuicola en el mundo sobre todo en el
campo de la reproduccibn y mejoramiento genético. La manipulacion
cromosémica es una técnica biotecnolégica que permite obtener peces
triploides, es decir individuos que tienen mas de un juego de cromosomas. Esto
provoca una atrofiacién gonadal en las hembras con la consecuente esterilidad,
y en el caso de los machos una atenuacion de las caracteristicas sexuales y
una pobre fertilidad, disminuyendo los problemas antes citados en su desarrollo
(Pineda et al., 2003).



Las ventajas de producir peces triploides son obtener peces estériles,
gue no ocupen sus reservas en la reproduccion sino en su crecimiento; facilitar
el manejo en las instalaciones de cria intensiva para reducir los niveles de
agresividad y eliminar problemas de consanguinidad, puesto que al ser
estériles se elimina el cruzamiento entre lineas familiares directas (endogamia)
(Blanco, 1995).

El beneficio primordial de la triploidizacion en trucha, es que se obtendria
un considerable aumento de la produccion, a bajo costo. Esto ayudaria al
mejoramiento de los ingresos de los piscicultores que se dedican al cultivo de
trucha arco iris. El Ecuador estd experimentando una amplia acogida en la
produccion de trucha con la implementacion de 250 criaderos
aproximadamente generando una importante fuente de empleo para cientos de
personas, especialmente de bajos recursos econémicos. No se ha reportado
ningun estudio en el pais sobre la triploidizacion en salmonidos, por lo que es
importante estandarizar éste método, y asi utilizar una nueva técnica
biotecnolégica para mejorar la produccion piscicola y pueda ser aplicada
especialmente por los pequefios piscicultores del alto andino (Imaki, 2003;
Pineda et al., 2003; Idrovo, 2008. Com. personal).

Cabe recalcar que esta investigacion fue realizada en una primera fase
experimental, en el Centro de Investigaciones Acuicolas, ubicado en la
provincia del Napo, Parroquia Papallacta, a una altitud de 3300 m. con una

temperatura media de 8 - 12°C.

El centro cont6 con todas las instalaciones necesarias para el inicio del

experimento

La segunda fase, se llevo a cabo en el IASA |, ubicado en la Hda.
El Prado, Canton Rumifiahui, parroquia San Fernando, a una altitud de
2748 m. con temperatura de 13-14°C. (Pozo et al., 2003).



1.10bjetivos de la investigacion

111

Objetivo general

Inducir triploidia mediante la estandarizacion del choque térmico en trucha arco

iris (Oncorhynchus mykiss) en el Centro de Investigaciones Acuicolas CENIAC,

Provincia de Napo, Canton Quijos, Parroquia Papallacta.

1.1.2

Objetivos especificos

Recolectar los gametos de reproductoras del CENIAC (ovas y esperma)
para la fertilizacion artificial de la trucha arco iris.

2. Reconocer las distintas fases de embriogénesis.

Evaluar el porcentaje de triploides obtenido con los diferentes
tratamientos térmicos, asi como también la supervivencia.

Determinar la triploidia mediante medicion del volumen nuclear
eritrocitario y comprobar el aumento del ADN nuclear en individuos
triploides.

Evaluar los parametros morfométricos como peso y longitud corporal, y
comprobar la condicion triploide en truchas.

Analizar las variables temperatura de choque, tiempo de duracion e
inicio del tratamiento para definir una metodologia estandar en la

utilizacion de esta técnica.



1.2Marco tedérico

1.2.1 Trucha arco iris

1.2.1.1 Antecedentes

La trucha arco iris es una especie utilizada en actividades de acuacultura en
todo el mundo, por su facilidad de adaptarse a zonas de agua fria. El Ecuador
por sus condiciones climéticas y de altura optd, décadas atras (1930), por la
construccién de salas de incubacion y alevinaje en las provincias de Imbabura,
Cotopaxi y Azuay. La introduccién de ovas embrionadas de trucha sirvié para
poblar los rios y lagunas de la Region Interandina (Imaki,2003).

En 1993, el Gobierno del Japén otorgé al Ecuador un préstamo no
reembolsable que permitid la construccion del Centro de Investigaciones
Acuicolas (CENIAC), ubicado en Papallacta, Provincia de Napo, que se
inaugurd en 1996. Las actividades del centro se enfocaron principalmente en la
produccion de huevos y alevines de trucha, investigacion y capacitacion, todas
tendientes al fomento y desarrollo de la piscicultura. En 1998, el CENIAC-P se
constituy6é en un soporte significativo de la difusion de truchicultura en el pais.
Por razones logisticas pasé a depender del Ministerio de Comercio Exterior
Industrializacién Pesca y Competitividad (MICIP) * (Imaki, 2003).

En el 2006, el CENIAC-P, realizo el Primer Censo Piscicola de
Produccion de Trucha en las Zonas Norte, Centro y Sur de la Region
Interandina, mediante visitas, entrevistas y aplicacion de cuestionarios a los
propietarios y empleados de los criaderos por parte de los técnicos del centro.
El principal objetivo del censo fue obtener una base de datos que sirva para
hacer proyeccion de mercado e identificar necesidades del sector piscicola.
Ademas conocer problemas relevantes en relacibn a genética, asistencia

técnica, capacitacion, produccion, financiamiento y mercado (ldrovo, 2008).

! Desde el 2008 el CENIAC es una direccion perteneciente al Ministerio de Agricultura, Ganaderia,
Acuacultura y Pesca.



Cuadro 1.1 Estadistica productiva de la piscicultura de altura en Ecuador de
acuerdo al censo Trucha 2006-2007
Vol.
Produccién. | Produccion
Provincia | Criaderos M3 ton/afio % Técnicos | Operarios
Azuay 47 11.999 190 19 7 82
Bolivar 25 1.811 38 4 1 51
Cafiar 13 3.275 45 5 6 32
Carchi 10 5.830 35,7 4 2 16
Chimborazo 18 5.934 64,4 7 2 35
Cotopaxi 7 1.152 22,8 2 1 9
Imbabura 11 1.805 30,7 3 4 12
Loja 11 1.550 17 2 3 13
Napo 19 5.482 94,2 10 4 39
Pichincha 26 13.374 332,7 33 15 66
Sucumbios 6 1.918 18,9 2 1 12
Tungurahua 20 4.746 92,9 9 1 39
Total 213 58.876 982,3 100 47 406

Fuente: Censo 2006 (Idrovo, 2008).

1.2.1.2 Filogenia y taxonomia

Nelson (1994), realizé un mapa filogénico y taxondémico completo de los peces

donde detall6 el niumero de especies en cada uno de los 57 6rdenes, con el

objeto de encontrar algun fenémeno significativo en la evolucion de los peces.

Antiguamente el nombre cientifico asignado a la trucha arco iris fue Salmo

gairdneri pero a partir de 1988 se cambio por el género Oncorhynchus que

abarcé a todas las especies de salmoén y truchas (Smith et al., 1992).

Cuadro 1.2 Clasificacion taxondémica de la trucha arco iris

Oncorhynchus mykiss

Reino

Sub Reino
Phylum

Sub Phylum

Super Clase

Animal

Metazoa

Chordata

Vertebrata

Gnatostomata




Grado Teleostomi

Clase Actinopterygii

Sub Clase Neopterygii
Division Teleostei
Subdivision Euteleostei
Superorden Protacanthopterygii
Orden Salmiformes

Sub Orden Salmoneidei
Familia Salmonidae
Género Oncorhynchus
Nombre Cientifico Oncorhynchus mykiss
Nombre Comun Trucha arco iris

Fuente: Fishes of the world (Nelson, 1994)

1.2.1.3 Origen

La trucha arco iris es originaria de las Costas del Pacifico de América
del Norte, cubriendo una regién que va desde Alaska hasta México. Desde
1874 ha sido introducida en casi todos los sistemas acuaticos del mundo
excepto la Antartica. En 1950 la industria pesquera aposto por la produccion de
trucha desarrollandose una verdadera cultura de cultivo y domesticacion en
especial en muchos paises tropicales y subtropicales de Asia, Africa Oriental y
Sudameérica (FAO, 2002).

La trucha arco iris fue introducida a Sudamérica desde los Estados
Unidos. A fines del siglo pasado fue introducida por primera vez en los paises
surefios sin éxito; posteriormente, en varias oportunidades a partir de 1904, fue
llevada a Chile en forma de huevos embrionados, desde donde fue sembrada
en muchos ambientes del resto del continente. En la actualidad ha sido

introducida en casi todos los ambientes propicios del mundo (AquaTIC, 1999).



El nombre comun de la trucha arco iris se debe a su coloracion que va
de un verdoso oscuro a castafo, tanto las aletas dorsal, caudal y anal como los
flancos presenta unas manchas negras. Lo mas representativo es la presencia
de una franja longitudinal roja en cada lado desde la regién cefalica hasta la
caudal, siendo mas visible en los peces maduros y especialmente en los

machos durante la época de reproduccion.

El nombre de la trucha “arco iris” tiene su origen en el color de una
franja rojiza sobre la linea lateral del cuerpo, esta franja de coloracion es
notable, especialmente en los machos en la época de desove y la presencia

de un sin nimero de escamas iridiscentes (Imaki, 2003).

1.2.1.4 Morfologia

La trucha arco iris es un pez de tamafio grande y vientre redondeado,
con el cuerpo cubierto por numerosas escamas pequefias. Es alargado y
fusiforme, de complexidon aerodinamica para poder habitar en rios y lagunas.
Posee una aleta dorsal, adiposa, caudal, anal, ventral y pectoral. Puede llegar a
medir hasta 65 cm. y llegar a pesar 12 Kg. (FAO, 2002).

Figura 1. 1 Morfologia externa de la trucha arco iris (juvenil).

Los principales 6rganos internos son corazon, higado, rifion, estomago,
bazo, ciego pilorico, vejiga natatoria, uréter; distribuidos en la region ventral y

abdominal. Sus musculos son fuertes para manejar su movimiento natatorio.



Posee de 60-66 vértebras, 3-4 espinas dorsales, 10-12 rayos dorsales suaves,
3-4 espinas anales, 8-12 rayos anales suaves, 19 rayos caudales

(http://riosclaros.blogspot.com/2007/10/trucha-arco iris.html).
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Fuente: Ing. José Vaca

Figura 1.2 Morfologia interna de la trucha arco iris (juvenil).

1.2.1.5 Habitat y biologia

La trucha de arco iris es un pez de crecimiento rapido, tolerante a
diferentes ambientes donde predominen los rios y lagos de aguas frias, son
faciles de manejar. Son bastante exigentes en cuanto a la calidad de agua que
debe ser limpia y con suficiente cantidad de oxigeno disuelto. Poseen una vida
anadroma®. Son peces poiquilotermos, mantienen su temperatura corporal
acorde con la temperatura del agua (Fisheries and Aquaculture Department
FAO, 2002).

Existe una contradiccion en cuanto a la tolerancia a las variaciones de
temperaturas pues hay autores que lo describen como un pez sensible a los

cambios térmicos bruscos mientras que otros como Blanco, C. (1995), cita:

“La trucha arco iris muestra una mayor docilidad a la cautividad,

tolerancia y adaptacibn social a la alta densidad poblacional, con

% Peces que viven en el océano pero se reproducen en rios correntosos dulceacuicolas.



comportamientos menos agresivos que la trucha comun. Tiene un amplio
margen de adaptacion a temperaturas de las aguas y a las diversas
condiciones ambientales de los recintos artificiales donde se encuentra

confinada, acudiendo con gran avidez a la distribucion del alimento”.

Los factores fisicos (temperatura, calidad de agua), factores genéticos y
técnicas de manejo influyen en el crecimiento de las truchas (Bastardo, 1999).

1.2.1.6 Alimentaciéon

En el ambiente natural la trucha se alimenta de insectos, moluscos,
crustaceos, huevos de peces incluso peces mas pequefos. El alimento mas
importante y quien le confiere la coloracion rosada en la carne por contener
pigmentos carotenoides como astaxantina, es el camaroncillo de rio o
Gammarus. Cuando se encuentran en estanques, se alimenta de balanceado

con un alto grado de proteina animal (Imaki, 2003).

1.2.1.7 Genética

Actualmente, 1700 especies de peces han sido caracterizadas a nivel
citogenético aunque soOlo un 10% de ellas poseen cromosomas sexuales
claramente diferenciados. La trucha arco iris tiene entre 58 y 64 cromosomas,
con un tamafio de genoma de 2.4 x10° pb (Young et al., 1998, Sakamoto et al.,
2000).

Oncorhynchus mykiss posee cuatro grupos de cromosomas mas el par sexual,
distribuidos en:

Grupo A: 7 pares de cromosomas metaceéntricos grandes

Grupo B: 7 pares de cromosomas submetacéntricos grandes

Grupo C: 8 pares de cromosomas metacéntricos medianos

Grupo D: 7 pares de cromosomas telocéntricos

Par sexual: XY (Ortiz et al., 2006)



70

B0 Medaka

o  50- 4

2

]

o 40—

o

&

30

W

o

o 20~ Goldfish

@ Cebrafish Trucha arco iris

E Fugu .

S 104, l‘: ;
+ 0 W O N YT W oW O N T B WO Now o
9 v 7T 7 7 o7 § o o o g 9 ¢ 5 u

] | | | | 1 | I I I | | (4]

— -~ — | = ™ -— \ o — — — - - — |y ™ — A
| M~ ;e mowm e S R B R T~ B
[} =] L | =] — — — — — &y [47] £ o td ] np ]

Tamafio de genoma (pg ADN/ célula)
Fuente: Young et al., 1998.

Figura 1.3 Tamafo del genoma en distintas especies de peces incluyendo

Oncorhynchus mykiss.

1.2.1.8 Condiciones de calidad del agua

Para un normal desarrollo de Oncorhynchus mykiss es indispensable
gue el agua cumpla con condiciones de calidad exigentes esto garantiza que
las truchas tengan un ambiente Optimo para su subsistencia. Los parametros
abioticos como temperatura, pH y oxigeno disuelto, entre otros, representan las
condiciones quimicas que determinan la factibilidad del uso del agua para la

crianza de peces.

Temperatura: Durante la incubacion de los huevos, debe evitarse la
temperatura mayor a 13°C por lo menos desde la fecundacion hasta el
embrionamiento. Pasando el periodo embrionario la ova puede eclosionar sin

obstaculo grave a una temperatura de 18°C (Imaki, 2003).

Oxigenaciéon: Cuando el oxigeno disuelto esta por debajo de 4 mL. ocasiona un
mal desarrollo de la incubacion con aparicion de alevines deformes en tasa
elevada (Imaki, 2003).



Cuadro 1.3 Pardmetros Optimos del agua para el desarrollo de la trucha arco

irs
Parametros fisico-quimicos Rango 6ptimo
Oxigeno Disuelto 6,5 -9 ppm
pH 6,5-8,5
COo2 <7ppm
Alcalinidad 20 — 200 mg/It Ca CO2
Dureza 60 — 300 mg/It Ca CO2
NH3 No mayor de 100 mg/It
H2S Méaximo aceptado de 0.002 mg/It
Nitratos No mayor de 100 mg/It
Nitritos No mayor de 0, 055 mg/It
Nitrogeno Amoniacal No mayor de 0,012 mg/It
Fosfatos Mayores de 500 mg/It
Sulfatos Mayor de 45 mg/lt
Hierro Menores de 0.1 mg/lt
Cobre Menores de 0,05 mg/It
Plomo 0.03 mg/lt
Mercurio 0,05 mg/lt

Fuente: Fisheries and Aguaculture Department (FAO, 2002).

1.2.2 Biologia de reproduccion de Oncorhynchus mykiss

En su habitat natural Oncorhynchus mykiss, busca aguas correntosas
para su reproduccion, en especial rios y arroyos de aguas limpias y frescas.
Las hembras cavan surcos en el fondo con potentes movimientos de sus colas,
luego depositan sus 6vulos al mismo tiempo que los machos liberan el esperma
para fecundarlos; posteriormente, las hembras cubren los huevos con arena.
Cuando se encuentran en estanques de cautiverio, este proceso reproductivo
no se realiza, es por esta razon que se efectia el desove o extraccion de
gametos o células sexuales para proceder a la reproduccién asistida (Scott et
al., 1980).

La biologia reproductiva de machos y hembras de trucha difiere en
diferentes aspectos, entre ellos la edad a la cual maduran sus gametos; en el
caso de los machos ocurre al afio de edad, mientras que las hembras maduran
a los dos afios. Igualmente, las hembras maduran una sola vez por afio y los

machos lo hacen varias veces durante un ciclo anual (Bastardo, 1999).



1.2.2.1 Diferenciacion sexual

La trucha arco iris presenta dimorfismo sexual, esto significa que
facilmente se pueden observar marcadas diferencias morfolégicas en los
machos y hembras reproductoras, por ejemplo, los machos adultos presentan
la cabeza més alargada que las hembras y la mandibula prominente, mientras

que las hembras conservan su mandibula redondeada (Imaki, 2003).

Cuadro 1.4 Caracteristicas principales para la diferenciacién de sexos de

trucha arco iris

MACHO HEMBRA
Boca y mandibula  Grande y puntiaguda Pequefa y redondeada
Dientes Agudos No muy agudos
Musculatura Dura Suave
Abdomen Duro Mas blando por ovas
Poro genital No prominente Prominente
Color Nupcial Muy Negruzco Normal
Anchura Angosta Ancha
Forma del cuerpo Delgada Redondeada

Fuente: Imaki, 2003.

1.2.2.2 Desarrollo y maduraciéon de los gametos

1.2.2.2.1 Espermatozoides

En los machos al llegar a su madurez se presentan dos fases del ciclo
testicular, espermatogénesis y espermiacion, la primera que consiste en la
formacion de células sexuales o espermatozoos y la segunda representada por
la liberacion de las células desde los testiculos, bien sea por un proceso normal

0 por reabsorcion intratesticular (Billard et al., 1982).

La estructura de los espermatozoides de los salmoénidos difiere de los

mamiferos. Ellos carecen de acrosoma, parte anterior de la cabeza, el cual



hace contacto con el huevo libera lisina para disolver localmente la membrana
del huevo favoreciendo la penetracion y fertilizacion. EI huevo de los
salménidos esté rodeado por un corion particularmente fuerte, pero puede ser
penetrado via micropilo, poro a través del cual los espermatozoos nadan hasta

alcanzar la membrana mas delicada del huevo (Cohen, 1977).

Scott et al (1980), indica que el semen de los salménidos y de muchos
otros animales es inmdvil dentro del testiculo y en el semen no diluido, la
actividad solo se inicia por diluciéon con agua, solucion salina o fluido ovarico,
ademas sefialan que el semen de las truchas presenta una alta concentracion,

(9 millones espermatozoides / mm?®).

La calidad del semen (motilidad y concentracion) esta influenciada por
el contenido de acido ascorbico en la dieta, una deficiencia reduce tanto la
concentracion como la movilidad de los espermatozoos, afectando la fertilidad

de la trucha arco iris (Ciereszko y Dabrowski, 1995).
1.2.2.2.2 Ovulos

Al llegar la maduracion de los ovulos, la envoltura que los rodea
(estrato folicular) se desgarra, permitiendo la salida de las ovas hacia la
cavidad abdominal, se puede decir que ha llegado al estado denominado
ovulacion donde los gametos pueden ser fecundados. El fendmeno por el cual
se expulsa las ovas maduras fuera del cuerpo se denomina el desove (Imaki,
2003).

Los ovulos de trucha arco iris mejor conocidas como ovas tienen un
peso de 0,06-0,07 g y un diametro de 4-6 mm. Su estructura es la siguiente;
una membrana externa llamada corion, el citoplasma con una cantidad
importante de deutoplasma o vitelo que constituye el material nutritivo y el
nucleo que almacena la informacion genética. En un andlisis microscépico, se
encuentra un micropilo que es una abertura apropiada para el ingreso del
espermatozoide en el momento de la fecundacion. De acuerdo a la cantidad de

vitelo y su disposicion, los 6vulos de los salmonidos pertenecen a los telolecitos



es decir que todo su material nutritivo esté localizado en un polo (Imaki, 2003;
Naturenotes, 2008).

1.2.2.3 Reproduccion artificial

La reproduccion artificial de la trucha arco iris, bajo condiciones de
cultivo, involucra un conjunto de &reas técnicas que conducen a la produccién
de ovas y alevines. Es importante que para que exista un buen manejo
productivo se tenga un previo conocimiento de las bases biologicas que
sustentan el proceso reproductivo. Entre los aspectos biolégicos mas
destacados tenemos: los aspectos genéticos, relacionados con la conservaciéon
de lineas genéticas; y los aspectos fisiologicos relacionados con el
conocimiento del ciclo reproductivo. Entre los aspectos técnicos podemos
hablar de una correcta seleccion de reproductores, manejo de gametos para la
fecundacion, bioseguridad, control de alimento y control de parametros del
agua. Es necesario destacar que la obtencién de ovas y semen de excelente
calidad dependera de un riguroso proceso de manejo de los reproductores
Cuyo proceso iniciara meses incluso afos atras (Fisheries and Aquaculture
Department FAO, 2002).

El proceso de desove comienza con la clasificacion de los reproductores
segun su sexo, la madurez sexual se puede comprobar en los mismos
estanques de crianza con un ligero masaje abdominal. En las hembras, al
efectuar la palpacion en la region ventral, ésta deberd encontrarse relajada,
suave al tacto y distendida, e incluso las ovas saldran con facilidad por el poro
genital. En los machos, a pesar de que se encuentran maduros en todas las
épocas, la diagnosis sexual es similar y con una pequefa presion sobre el
vientre, el semen es expulsado de inmediato agua (Fisheries and Aquaculture
Department FAO, 2002).

Al término de la ovulacién, las ovas que no fueron expulsadas se convierten en

sobre-maduras y con una capacidad de fecundaciéon nula. Estas ovas son



facilmente reconocidas por la presencia de una vesicula liposa (gotitas de
aceite) en la parte superior (Imaki, 2003).

1.2.2.4 Desove

Los reproductores a ser desovados deben estar libres de
deformidades, y tener un color plateado en la piel. La trucha es seleccionada
como reproductor, tres afios después de la primera alimentacion. Un afio antes
de la seleccién de los reproductores, los peces con apariencia de madurez, es
decir, color café, o con deformidades o con crecimiento lento (bajo peso), son
cosechados. En la seleccién final de los reproductores, se consideran
solamente truchas plateadas de forma esbelta (Acuagen, 2005).

Los reproductores son anestesiados para evitar el estrés en el
momento del desove, se acostumbra usar anestésicos de origen natural para
no afectar la salud posterior de los animales, el sedante mas indicado es el
aceite de clavo de olor cuyo principio activo es el compuesto conocido como
eugenol, el cual adormece lentamente a los animales y disminuye su excitacion

nerviosa (Ortiz et al., 2006).

Se conocen dos métodos de desove, bipersonal y unipersonal, el
primer método es efectuado por dos personas quienes sostienen a la trucha
hembra por la regidon cefalica y la region caudal, de inmediato se procede a la
aplicacion de los masajes abdominales para que las ovas desciendan
verticalmente. Para el segundo método, se cuenta con un soporte de extraccion
de ovas, la trucha es colocada en posicion inclinada en el apoyo del soporte de
manera que su cuerpo quede arqueado y su tronco hacia atrds, con
movimientos repetitivos en el abdomen y de arriba hacia abajo se van

removiendo las ovas de la cavidad abdominal (Imaki, 2003).



Figura 1.4 Método de desove unipersonal con soporte de extraccion de ovas.

Cualquiera que sea el método utilizado, el cuidado de la integridad de
los reproductores debe ser lo primordial, evitando presionar con excesiva
fuerza ya que en la zona ventral se encuentran otros 6rganos importantes y
mucho menos presionar cerca del corazén, caso contrario se corre el riesgo de
la muerte del animal.

En la actualidad se estan investigando nuevas técnicas de desove para
evitar el estrés causado por la manipulacion excesiva, por ejemplo el desove
por presion, en donde los huevos son removidos de las hembras, bajo
anestésico, por aplicacion de presion en la zona pélvica mediante la insercion
de una inyeccion hipodérmica de 10 mm dentro del cuerpo cerca de la cavidad
pélvica, la presion del aire debe ser de 2 psi. Los évulos maduros son expelidos
inmediatamente por el poro genital. El aire es removido del cuerpo del pez por
masajes ligeros. Con esta técnica se puede recolectar 2000 huevos por Kg.
para realizar la fecundacion artificial (Fisheries and Aquaculture Department,
FAO, 2002).



1.2.2.5 Fecundacién artificial

La fecundacion se produce externamente, las ovas y el semen son
depositados en un recipiente plastico evitando el contacto con cualquier
sustancia. Pasados unos minutos, se procede al lavado de las ovas eliminando
excedentes de semen y ovas no fecundadas, seguidamente se realiza la
hidratacion con exposiciébn minima de agua dulce, se cuentan las ovas y se
colocan en los recipientes incubatorios, estas operaciones deben realizarse sin

exposicion al sol pues las ovas son muy sensibles (Shepherd et al.,1999).

Durante la fecundacion, los espermatozoides son activados por el
agua, desarrollan movimientos y rodean al Ovulo. Uno o varios
espermatozoides pueden alcanzar el micropilo, pero solo uno sera capaz de
penetrarlo. Con motivo de la entrada del espermatozoide, el ovocito hasta
entonces en fase de reposo biolégico, detenido en la metafase de la segunda
division meidtica, se activa, aproximadamente, en 30 segundos y la meiosis se
reinicia. En el transcurso de 20-30 minutos se completa la meiosis. El resultado
final es la existencia en el citoplasma de dos formaciones o agrupaciones
cromosomicas procedentes del nacleo primitivo del évulo, cada uno de ellos
con un numero haploide de cromosomas. De estas dos formaciones, una de
ellas, el denominado segundo corpusculo polar, es reabsorbido y desaparece,
siendo el resultado final un oocito, llamado ahora 6vulo, con un gran citoplasma
y con una dotacion cromosomica haploide. El pronacleo portador del material
cromosémico del macho, situado ya en el citoplasma ovular, alcanza el
prondcleo de la hembra y se fusionan, siendo el resultado final la formacion de
una célula, denominada ahora huevo, con un ndmero de cromosomas 2n o
diploide. Esta fusién recibe el nombre de cariogamia y se realiza
inmediatamente, en comparacion con otras especies. La mitad de este material
cromosémico es aportado por el macho y la otra mitad por la hembra, son por
tanto; individuos diploides. De los treinta cromosomas aportados por el ovocito,
uno de ellos hace referencia al sexo y es siempre X, puesto que la hembra
tiene un codigo genético que es siempre XX, es decir, dos cromosomas
sexuales iguales. EI cromosoma sexual aportado por el espermatozoide puede

ser X 0'Y, ya que el cddigo genético del macho es XY (Blanco, 1995).



Figura 1.5 Fecundacion artificial de trucha arco iris.
1.2.2.6 Incubacion

El proceso de incubacion comprende la etapa de desarrollo que se
extiende entre la fecundacion y la eclosion. La eficiencia de su manejo tiene
una importancia fundamental en las tasas de supervivencia medidas dentro de
esta etapa. Existen diversos tipos de incubadores con los mas variados
materiales y disefios, (fibora de vidrio o plastico sobre canastillas; en
incubadoras verticales, en baldes; en botellas, etc.). Independientemente de la
opcidn escogida, los aspectos criticos que deben ser destacados en el manejo
de la incubacién son: temperatura del agua (rango 6-12° C, 6ptimo 10-12° C),
buena circulacion de agua a través de las ovas; suficiente oxigeno, oscuridad o
semi-oscuridad, ausencia de todo movimiento sobre las ovas (antes de la
oculacion) y eliminacién de ovas muertas para evitar la proliferacion de hongos

(Saprolegnia) (Fisheries and Aguaculture Department, FAO, 2002).

La duracion de la incubacion es inversamente proporcional a la
temperatura media del agua. El periodo embrionario se confirma con la
presencia de dos puntos negruzcos en el interior de la ova observables a

simple vista. Las ovas embrionadas adquieren mayor resistencia contra los



choques y vibraciones. Se conoce con el nombre de acumulacién de
temperatura al producto que se obtiene por la multiplicacién de la temperatura
media diaria del agua® por el nimero de dias requeridos para la incubacién, y
se expresa en grados acumulados. Se puede definir también como la cantidad
de temperatura que requiere un ser viviente para su desarrollo en un tiempo
determinado (Imaki, 2003).

Cuadro 1. 5 Duracién de la incubacion segun la temperatura media del agua

Temperatura °C Ovas en estado embrionario Eclosidén

Acumulacion de Acumulacion de

°C Dias temperatura °C Dias temperatura °C

6 30 180 60 360

7 25 175 50 350

8 21 168 42 336

9 18 162 36 324

10 16 160 32 320

11 14 154 28 319

12 13 156 26 312

13 12 156 24 312

Fuente: Imaki, 2003.

1.2.2.7 Desarrollo embrionario

El desarrollo embrionario en los peces puede dividirse en tres fases:

segmentacion, gastrulacion y embrionamiento (Naturenotes, 2008).

1.2.2.7.1 Segmentacion

Es una serie de divisiones mitéticas que no estan acompafiadas por
crecimiento celular. De acuerdo a las distintas clasificaciones los peces poseen
una segmentacion holoblastica desigual debido a que el vitelo esta acumulado
en el polo vegetativo y cuando ocurre la division se hace por la zona de menor

resistencia. Se forman 8 blastdmeros desiguales (Naturenotes, 2008).

® Temperatura promedio dia expresada en grados centigrados.
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Figura 1.6 Segmentacién holobéstica de los huevos de los peces.

La morula se asemeja a un balén de células, tiene un polo animal
formando por muchas células pequefias y un polo vegetativo con pocas células

y grandes.

1.2.2.7.2 Blastulacion

La segmentacion morular produce una masa de células llamada
blastula, sin aumento del tamafio, simplemente hay mas células pero son mas
pequefas, lo que si aumenta en gran numero es el material genético. Las
células se disponen alrededor de una cavidad llena de fluido llamada blastocele

excéntrico es decir ubicado hacia el polo (Naturenotes, 2008).

H. poco marula blastocele
telelecito excéntrico

Fuente: Naturenotes, 2008.

Figura 1.7 Blastulaciéon de los huevos de los peces.
1.2.2.7.3 Gastrulacion
El proceso de gastrulacion implica un crecimiento embrionario,

aumentando el tamafio. También hay una reorganizacion celular que lleva a la

aparicion de las capas germinales. Ahora aparecen dos de estas capas, el



endodermo y el ectodermo. En los peces se origina una gastrulacion por
epibolia en donde la capa de células exterior (micrémeros) seran el ectodermo
y las células internas (macromeros) seran el endodermo. Tienen un pequefio
arquénteron y un blastoporo pero desaparece el blastocele. Los micrémeros se
unen en el polo vegetativo, las capas germinales son las mismas pero no hay ni
blastocele ni arquénteron. El animal tendrd tubo digestivo completo pero se

formara en etapas mas tardias (Naturenotes, 2008).

GASTRULACION POR EPIBOLIA

Fuente: Naturenotes, 2008.

Figura 1.8 Gastrulacion de los huevos de los peces.

Bustos et al., (2005) afirma que: “durante este proceso se evidencia el
engrosamiento del escudo embrional. El escudo embrional es una masa de
células en forma de campana que prolifera hacia dentro desde el margen del
blastodisco, formando el eje del embridn. Adicionalmente, se hace evidente una

pigmentacion puntiforme y uniforme sobre el vitelo”.

En trucha arco iris, desde el dia tres hasta el diecisiete de incubacion,
las ovas son sumamente fragiles. Esta situacion se debe a la diferenciacion del
blastodermo en sus tres capas germinativas (ectodermo, mesodermo y
endodermo), a la formacion del blastoporo y en definitiva, en aquellos estadios
en que tiene lugar la organogénesis. A partir del cierre del blastoporo, el
embrién va adquiriendo progresivamente un aspecto cada vez mas parecido a
un pez, hasta el momento de la eclosién, que vuelve a ser una situacién critica
(Blanco, 1995).



1.2.2.7.4 Embrionamiento

Una vez formadas las capas germinales, daran inicio a la formacién de
los diferentes tejidos, 6rganos y aparatos que en su conjunto constituirdn un

embridon completo. De esta forma tenemos:

Ectodermo: cubierta exterior del cuerpo, tubo neural, nervios motores,

ganglios simpaticos, craneo, arcos branquiales.

Endodermo: tubo digestivo primitivo, epitelio del tracto respiratorio, faringe,

tiroides, higado, pancreas

Mesodermo: Organos internos, rifidn, gonadas, sistema circulatorio, sangre,

musculo esquelético, hueso y cartilago del esqueleto (Naturenotes, 2008).

1.2.2.8 Eclosién del huevo

La finalizacion de la etapa embrionaria tiene lugar por eclosion del
huevo. El individuo que nace es conocido como alevin o larva, cuya morfologia

difiere del adulto y carece de madurez sexual.

Los alevines al eclosionar, poseen una longitud de 14 a 16 mm. y un
peso de 0,08 a 1,12 g. Durante esta etapa son delicados, siendo apenas
moviles. Tienen un saco vitelino (reserva nutricional), necesario para su

crecimiento (Imaki, 2003).

Embrian en desarrollo Alevin con saco vitelino
Fase de oculacion

Fuente: Blanco, 1995; Naturenotes, 2008.
Figura 1.9 Eclosion de la larva de trucha arco iris.



1.2.2.9 Alevinaje

El primer alevinaje comprende desde el nacimiento hasta la primera
alimentacion. Este periodo dura de 12 a 14 dias, tiempo en el cual se
mantienen alejados de la luz. Al empezar a nadar libremente es necesario
alimentarlos en forma inmediata, en pocas cantidades y con mucha frecuencia.
El alimento debe poseer un alto contenido proteinico. Las tablas de Leitritz
muestran las tasas de alimento diario segun la temperatura del agua y el peso
de los peces (Leitritz et al, 1980).

Cuadro 1.6 Frecuencia de la alimentacion diaria para alevines

Peso corporal Frecuencia de alimentacién
(9) (veces/dia)
0.2-0.3 8-10
0.5 6
4
9 3-4

Fuente: Imaki, 2003.

1.2.3 Biotecnologia aplicada a la acuacultura

Boyer (2000), defini6o a la Biotecnologia como una ciencia
multidisciplinaria que se centra en el uso practico de las células bioldgicas y los

componentes celulares.

En la actualidad existe una beneficiosa interaccion entre la
biotecnologia, concebida como un conjunto de técnicas que utlizan o se
aplican a organismos vivos para modificar o fabricar un producto de consumo o
uso. La acuacultura, definida como la produccidon de organismos acuaticos en
sistemas controlados y con aplicaciones tecnolégicas que permiten manejar
densidades poblacionales mayores que las naturales. De esta manera se
optimiza su manejo en los cultivos, lo que habla de una acuacultura intensiva. A

manera de resumen, Hew et al., (2001), concluyé que la biotecnologia puede



proveer los medios para incrementar la intensidad y capacidad de la
acuacultura para aumentar en varias veces su produccion en los préximos

afnos.

En las dltimas décadas, la biotecnologia ha hecho grandes
contribuciones en campos como agropecuaria y por su puesto en la
acuacultura. El eje principal de las investigaciones radican en el mejoramiento
de las caracteristicas productivas y reproductivas (seleccién genética,
manipulacion cromosémica) (Pineda et al., 2003; Diaz et al., 2005).

1.2.3.1 Manipulaciéon cromosémica para la induccion de triploidia

Una de las principales aplicaciones de la biotecnologia, para mejorar
los aspectos de la reproduccion, constituye el estudio de la manipulacion
cromosémica para producir peces poliploides, es decir individuos que
presentan un numero mayor de cromosomas que el normal, que le conferira
mejores caracteristicas productivas en especial al crecimiento y peso
(Thorgaard 1981).

Desde la década de los setenta, se ha venido investigando sobre
técnicas de manipulacion cromosomica para inducir poliploidia en peces, entre
las principales familias estudiadas se encuentran Salmonidae, Characidae,
Cyprinidae, Centrarchidae,Ciclilidae, Pleuronectidae ya que son las de mayor
valor comercial (Chourrout, 1980; Shireman, 1984; Dillon, 1988; Rougeot et al,
2003; Vozzi et al., 2003).

1.2.3.2 Efectos de la maduracién sexual

En los salménidos, el proceso de maduracion sexual y desarrollo
gonadal, es una etapa prolongada que conlleva cambios fisiolégicos y
morfolégicos marcados como son: disminucion en los indices de crecimiento,

incremento de la mortalidad y el deterioro de las caracteristicas organolépticas



de la carne. Las hembras, llegan a invertir un 30% de su peso corporal en el
desarrollo gonadal. El desarrollo de las gonadas se acompafia de una drastica
alteracion endocrina, que ocasiona cambios en la composicion corporal y en el
comportamiento de los animales. El incremento de los niveles de testosterona
en machos origina una mayor agresividad lo que implica dificultades en su

manejo y un aumento de la mortalidad (Pérez et al., 1999).

El periodo sexual, ademas de afectar el grado de crecimiento de los
peces, trastorna y altera considerablemente su cria a nivel de una instalacion
industrial. EI comportamiento agresivo y competitivo de los machos molesta
considerablemente a las hembras que son objeto de lesiones externas. Los
machos adquieren un aspecto poco deseable, su piel se oscurece y se cubre
con una secrecion mucosa desagradable, desluciendo su presentacion en el

mercado (Pérez et al., 1999).

Blanco (1995), cita otros efectos generados por la madurez sexual, “la
aptitud para la salmonizacion de la carne desciende considerablemente, al ser
los pigmentos salmonizantes, incluidos en la alimentacién, retenidos por las
gonadas. La calidad de la carne es deficiente, con aspecto de ser blanda, poco
consistente y desciende la riqueza nutritiva e incluso su sabor. El detraimiento
carnico a efectos de venta es todavia econémicamente mas acusado desde
gue es habitual la comercializacion en forma eviscerada o simplemente en
filete, ya que las gbnadas llegan a pesar hasta el 20% del peso total del

individuo”.

1.2.3.3 Induccion de triploidia

La ploidia es un término utilizado para indicar el grado de repeticion de
los sets o0 conjuntos de cromosomas de una determinada especie, la mayoria
de los seres vivos poseen dos conjuntos de cromosomas denominandose
diploides, pero existen algunas plantas y animales que de forma natural o

inducida, presentan tres o0 cuatro conjuntos completos de cromosomas



denominandose triploides y tetraploides. Esta caracteristica no afecta su
viabilidad y tienen como ventaja principal su esterilidad. Algunos peces y
anfibios han presentado estas caracteristicas inusuales siendo un tema

importante para el estudio filogenético y taxonémico (Le Comber et al., 2004).

El término poliploidia se define como el aumento del niumero de sets de

cromosomas en las células de un individuo (Lacadena, 1981).

El principal objetivo para la produccion de peces triploides es la
esterilidad debido a su dotacién cromosomica triploide 3n que se derivd en un
inicio de sus células germinales. Esto ayuda a atenuar las consecuencias
producto de la madurez sexual, ya mencionado anteriormente (Blanco, 1995;
Pérez et al., 1999).

Esta metodologia es eficiente y con baja mortalidad, cuya unica
desventaja es la pobre respuesta por parte de los machos. Sin embargo el éxito
total radica en poblaciones todo hembras (Diaz et al., 2005).

1.2.3.4 Técnica de retencion del segundo cuerpo polar

La triploidizacion es una técnica de manipulacion cromosomica
conseguida artificialmente mediante la utilizacion de tratamientos fisicos o
guimicos del 6vulo recién activado por el espermatozoide. Estos choques van a
ocasionar el bloqueo de la segunda division meidtica (por retencién del
segundo cuerpo polar), formando un cigoto triploide con tres pares de
cromosomas. Dos dotaciones proceden del o6vulo y por lo tanto los
cromosomas sexuales seran siempre XX y la otra dotacion procede del
espermatozoide que puede ser X 0 Y. Por lo tanto existe la posibilidad de que
el 50% de los individuos sean hembras triploides (XXX) y el otro 50% machos
triploides (XXY). La presencia de trivalentes en la meiosis impide casi por
completo la maduracion sexual en hembras y parcialmente en machos. Luego
del choque térmico a las ovas fertilizadas, se reanuda la meiosis detenida en el
ovulo y se proporciona una dotaciéon cromosémica adicional. El resultado final
es un individuo con una carga genética 3n o triploide (Blanco, 1995; Rougeot et
al., 2003; Vozzi et al., 2003).
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Figura 1.10 Induccidn de triploidia por retencion del segundo corpusculo polar

mediante choques mecanicos.

Swarup (1959), describio inicialmente las alteraciones que ocurren
en la gametogénesis de individuos triploides y la consiguiente interrupcion de
la meiosis. Las causas concretas de éste detenimiento meiético permanecen
sin esclarecer, aunque parecen relacionarse con la alteracion del
apareamiento cromosomico provocada por la presencia de tres cromosomas
homélogos que compiten entre si. Al finalizar la anafase de la primera
divisidbn meidtica, como resultado de una disyunciéon cromosomica anormal,
las células hijas poseen 1, 2, 3 0 ningun cromosoma para cada par
cromosémico (trio en triploides), lo que resulta en la formacion de gametos
con graves desequilibrios cromosémicos y por tanto, inviables. En cualquier
caso, la interrupcion de la meiosis se traduce a su vez en la alteracién del

proceso de formacion de gametos (gametogénesis) generando esterilidad, o



al menos una disminucion del potencial reproductivo de los individuos

manipulados (Carrasco et al.; 1999).
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Fuente: Neira, 1996.
Figura 1.11 Obtencion de cigotos triploides por aplicacién de choques térmicos

a las ovas fecundadas de trucha arco iris.
1.2.3.5 Métodos de triploidizacién

Los métodos experimentales utilizados para la obtencidon de triploides

corresponden a.

1. Métodos fisicos (choques térmicos de calor o frio, de presidbn o
termoeléctricos).

2. Métodos quimicos, por aplicaciones de citocalasina B, colchicina o 6-
dimetilaminopurina

3. Métodos genéticos, por cruzamientos de hembras diploides con machos

tetraploides.

De todas estas técnicas la mas utilizada por sus altos porcentajes de

efectividad y costo razonable es el choque térmico a altas temperaturas. La
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base para su aplicacion radica en que la temperatura es un factor primordial
para el desarrollo de los peces; ademas se necesitan temperaturas muy
definidas desde la fertilizacion artificial hasta el levantamiento de los alevines.
El cambio dréstico de temperatura durante los primeros momentos de la
fertilizacion va ocasionar que los procesos biolégicos se vean alterados,
especificamente en el nUmero de cromosomas (Diaz et al., 2005; Pineda et al.,
2003).

El éxito de la operacion usando el choque térmico se basa
fundamentalmente en el control exacto de la temperatura de choque, tiempo de
duracién y tiempo de inicio para actuar en el preciso momento que tiene lugar
la triploidizacion. Este éxito se mide en porcentaje total de individuos triploides
y supervivencia de los mismos. Cabe destacar que el indice de mortalidad se
da por el estrés producido por el choque mas no por la condicion triploide. Las
temperaturas adecuadas para el choque oscilan entre 26-30 °C y el tiempo de
duracion de 10 minutos, a temperaturas mayores (30°C) se obtiene un 100%
de triploidia pero con supervivencia baja y a temperaturas menores (26°C) la

relacion es viceversa (Blanco, 1995).

Cuadro 1.7 Condiciones apropiadas de choque térmico para un alto porcentaje

de peces triploides en trucha arco iris

Tiempo
Temperaturade | Tiempo de postfertilizacion
choque (°C) duracién (min) (min) %
25+0,5 3 8 alto diploides
28+0,5 3 8 alto triploides
31+0,5 3 8 alta mortalidad
28+0,5 3 10 alto triploides

Fuente: Pineda et al., 2003.

Se pueden obtener tanto triploides (si el choque térmico se hace al
poco tiempo después de la fertilizacién de tal forma que el segundo cuerpo
polar es retenido -choque térmico meiotico o temprano), como tetraploides (si el

choque térmico se hace una vez se han iniciado las divisiones mitéticas, de tal



forma que se duplique el nUmero cromosdmico - choque térmico mitético o
tardio) (Khan, 2000).

1.2.3.6 Ventajas de individuos triploides

La produccion de individuos triploides tiene varias aplicaciones
posibles, siendo éstos total o parcialmente estériles. Tienen utilidad para
aumentar la eficiencia de produccion de carne al reducir el gasto de energia en
el proceso de maduracién sexual, incrementando el crecimiento, evitando el
deterioro en la calidad de la carne y previniendo cambios en la coloracion de la
piel. Con la utilizacion de peces estériles se puede ademas retrasar las
cosechas, logrando peces de mayor peso y edad. También se evita la aparicion
de machos precoces entre los peces destinados a cosecha (Pérez et al., 1999).

La venta de individuos estériles permite al productor mantener el
control sobre las lineas comercializadas, beneficiandose de programas de

seleccion generalmente costosos y de larga duracion (Thorgaard, 1981).

La esterilidad facilita también la introduccion de especies exoticas en
nuevos ecosistemas, previene la pérdida de biodiversidad causada por los
escapes de peces en areas que soportan niveles intensivos de Acuacultura, y
supone una importante medida de control en los experimentos con individuos

manipulados genéticamente, peces transgenicos, (Pérez et al., 1999).

Los beneficios de producir individuos triploides con la ayuda de la
biotecnologia son mucho mas evidentes en los aspectos productivos y
econdmicos ya que se obtendria un aumento de la produccién a un menor
costo. Asi mismo, una independencia de las importaciones obligadas de ovas
triploides o sélo hembras, que en algunos casos generan una incertidumbre

respecto de su calidad (Pineda et al., 2003).

En resumen podemos destacar los beneficios de la eliminacion de los

peces sexualmente maduros en la poblacion de trucha (Aquatic, 1999):



e Carne de mejor calidad.

e Los peces estériles transfieren méas energia al crecimiento que a los
tejidos reproductivos.

e Mas potencial en el margen de ganancia especialmente con truchas
de tamafio grande.

e Crecimiento comparable durante el ciclo completo de vida con
poblaciones regulares de truchas hembras.

e Uso mas eficiente y productivo de las instalaciones de crianza al
remover |los peces reproductores innecesarios.

e Peces apropiados para regresar al medio ambiente sin impacto

genético.

1.2.3.7 Anélisis de determinacion de ploidia

El analisis de ploidia se lleva a cabo por métodos indirectos tales como
la medida del volumen nuclear y electroforesis de proteinas; y por métodos
directos como citogenética mediante conteo cromosomico y la determinacion

del contenido de ADN por citometria de flujo.

1.2.3.7.1 Cuantificacion mediante citometria de flujo

Esta técnica permite determinar la cantidad de ADN sobre células
previamente tefiidas con un colorante especifico, el cual se hace fluorescente
cuando es apropiadamente excitado por la luz de un laser, por lo tanto, la
cantidad de fluorescencia es directamente proporcional a la cantidad de ADN
en cada célula. De esta forma, si un organismo contiene en sus células una
cantidad de ADN marcado para diploides, triploides o tetraploides, el citdmetro
de flujo definird, bajo una grafica, el porcentaje de células marcadas. Esta
metodologia consume tiempo en su estandarizacion e importacion de
fluorocromos, pero es la mas confiable por la precision de los resultados
(Chourrout et al, 1988).



1.2.3.7.2 Citogenética

Determina el nimero de cromosomas de una especie, el cual tiene un
significado adaptativo y evolutivo. En el caso de la trucha arco iris (O. mykiss)
se ha determinado que su numero diploide es 2n= 58-63 cromosomas
(Colihueque et al, 2001).

En citogenética, la determinacion se realiza contando el ndmero de
cromosomas en la metafase de las células, lo que significa que para esta
especie un organismo haploide tendria un nimero n= 29-32, triploide 3n= 87-94
y tetraploide 4n= 116-126 cromosomas (Thorgaard, 1977).

1.2.3.7.3 Mediciéon del volumen de nucleo del eritrocito

Debido al aumento de ADN nuclear en los individuos triploides o
tetraploides, el volumen del nucleo celular de los eritrocitos se incrementa,
proporcionando un valor comparativo con el nucleo de los individuos diploides
(Arai, 2000).

Los eritrocitos o globulos rojos son células esferoides que presentan un
nucleo eliptico, y un citoplasma que se tifie con colorantes acidos en medio

alcalino (Fernandez et al, 2008).

La férmula propuesta para conocer el volumen promedio de los nucleos
de los eritrocitos para esta especie fue descrita por Bunge et al (1993), asi:

V = 4/3mab® donde: a= eje mayor; b= eje menor.

1.2.4 Proyectos relacionados e investigaciones previas

En 1945, Svardson logré satisfactoriamente la primera induccion de
triploidia en salmoénidos y esto sirvio de base para la investigacion de la
induccion de ploidias en otros peces de interés econémico, por ejemplo Perca
fluviatilis (Rougeot et al., 2003), Rhamdia quelen (Vozzi et al., 2003). La



mayoria de los proyectos estan enfocados al andlisis de los efectos de la
temperatura y la duracion de los choques en la supervivencia y porcentaje de
triploidias. A continuacion se detallan algunas investigaciones realizadas en
trucha arco iris que nos ayudaradn a comprender de mejor manera la induccién

de triploidia en esta especie.

Chourrout (1980), present6 un estudio sobre la induccién de triploidia en
trucha arco iris por medio de la aplicacién de un choque térmico de 27-30 °C
por 10 minutos iniciandose este tratamiento durante la primera hora de
desarrollo postfertilizacion, los resultados que se obtuvieron fueron
satisfactorios lograndose de un 90-95% de peces triploides. Tomando como
base el trabajo anterior, miembros del Instituto de Medicina Veterinaria de
Croacia lograron una triploidizacion del 100% en trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss) exponiendo a las ovas a una temperatura de 26°C durante 20 minutos
y en un tiempo de pos fertilizacion también de 20 minutos. La supervivencia de

los especimenes fue de 46.97% frente al 81.09% del grupo control.

Valdebenito et al., (1996), investigaron la induccion comercial de
triploidia en trucha arco iris aplicando un choque térmico de 28°C por 10
minutos a ovas recién fecundadas, el porcentaje de triploidizacion fue de 90 £
8.2% del total de ovas tratadas, se realizo el seguimiento de los especimenes
triploides adultos de 2 y 3 afios de edad en donde se mostré una ausencia total
de los caracteres sexuales secundarios en las hembras mientras que en los

machos se noté un desarrollo gonadal importante.

Pérez et al., (1999), estudiaron diferentes parametros morfométricos
como longitud caudal, peso corporal, peso gonadal y peso del canal eviscerado
en ejemplares triploides de trucha arco iris a lo largo de 44 meses post
eclosion, la triploidia fue inducida mediante la aplicacion de un choque térmico
de 27°C por 13 minutos luego de 11 minutos después de la fertilizacion. Se
logré un 46% de triploidia en el grupo tratamiento analizado 5 meses post
eclosion teniendo una eficiencia relativamente baja. No se apreciaron mayores
diferencias entre los individuos diploides y triploides antes de los 20 meses de

edad, luego de esto y en especial a los 44 meses de edad se noté un aumento



significante en el peso del canal eviscerado de 194% y 24.7%
respectivamente, esto constituye un buen parametro para evaluar el
rendimiento en la produccién de truchas, puesto que se obtienen animales de

mayor tamafio para venta de carne en filete.

Thorgaard (2002), basé su investigacion en estandarizar las condiciones
apropiadas de choque térmico para obtener un alto porcentaje de peces
triploides de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), los resultados fueron que
a una temperatura de 28+0.5°C con un tiempo de duracion de tres minutos y un
tiempo de inicio del choque de 8-10 minutos pos fertilizacién se logra un alto
porcentaje de triploides, mientras que a una temperatura de choque de 31+0.5
°C la mortalidad de los peces es alta aun cuando sus porcentajes de triploidia
fueron de 100%. Con este estudio se llegd a la conclusion que la temperatura
de chogue es directamente proporcional al porcentaje de triploides e
inversamente proporcional a la supervivencia de los grupos tratados (Blanco,
1995).

1.2.5 Futuro de las técnicas biotecnoldgicas en la acuacultura

En los ultimos afios han comenzado a desarrollarse diferentes técnicas
biotecnolégicas que permiten manipular el proceso reproductivo. Esto se
traduce en la posibilidad de manipular el ciclo sexual, conservar gametos por
tiempo indefinido o producir ovas con un valor agregado por su condicién de
mejoradas. Dentro de las biotecnologias de mayor importancia se pueden
mencionar: la induccién hormonal de la ovulacion, la manipulacion fotoperiédica
de la maduracion sexual, la criopreservacion de semen, la utilizacion de la
reversion hormonal del sexo para la obtencion de neomachos y la técnica antes
descrita como induccion de triploidia. La utilizacion de estas dos udltimas
técnicas permite contar con ovas mejoradas del tipo monosexo “todo hembra”
y ovas “estériles” (todo hembra ftriploides), las cuales otorgan significativas

ventajas en el rubro de la produccion de carne (Estay, 1996).



1.2.5.1 Técnicas naturales para retardar la madurez sexual

1.2.5.1.1 Aplicacién de fotoperiodos largos

Técnica instaurada artificialmente, produce la maduracion de las
gonadas en periodos de tiempo no correspondientes al natural, e incluso
acorta el tiempo de maduracién. De igual manera, a partir de este fenémeno,
es posible inhibir temporalmente la maduracién manteniendo artificialmente

a los reproductores en periodos de luz prolongada.

El fotoperiodo mas facil de aplicar es el de 24 horas luz, sobre otros
como 16 horas luz o crecimiento luminico progresivo de 16 a 24 horas luz,
todos ellos a partir del inicio de verano. De esta forma los peces conservan
mas tiempo su aspecto inmaduro, como respuesta al nivel fisiologico
modificado por la accion de la luz. La cria en condiciones de oscuridad o
claridad total constante, después del estado de alevin joven, permite llegar a
una reproduccion autdbnoma, dos o tres afios después que las truchas arco

iris control (Blanco, 1995).

1.2.5.2 Técnicas de manipulacién artificial del sexo fisiologico

1.2.5.2.1 Reversion hormonal del sexo fisioldgico.

Existe una amplia gama de procedimientos para producir reversion de
sexo, tanto para producir masculinizacion como feminizacién. Pandian et al.
(1995) hizo una revision de los procedimientos empleados para esta
manipulacion utilizando 31 esteroides diferentes, en 47 especies de peces

entre ellas la familia Salmonidae.

Basicamente existen dos formas para la administracion de las
hormonas: por inmersién o por ingestion. La segunda es la mas practicada,
incorporando la hormona en la dieta normal, con la cual los peces son

alimentados por un periodo dado. Las variables a considerar son la naturaleza



de la hormona, concentracion en la dieta, lapso de tiempo del suministro y el
momento del inicio del tratamiento. Para producir lotes todo macho
(masculinizacion) se emplea hormonas (andrégenos), tales como, testosterona,
11 ketotestosterona y androstenediona, de origen natural. Entre los sintéticos,
el mas usado es 17 a-metiltestosterona. La hormona se incluye en el alimento
disuelto en etanol absoluto, el que se evapora posteriormente. El rango de
concentracion se ha determinado por ensayo y error; pero la tendencia es usar
la menor concentracion que permita tener un porcentaje apropiado de
reversion. En trucha arco iris, los mejores resultados se obtienen al iniciar el
tratamiento con la primera alimentacion. Con relacién al tiempo de suministro,
los mejores resultados se obtienen entre los 60 y 90 dias. Tiempos superiores
a 120 dias producen porcentajes elevados de esterilidad, lo que también se
produce al aumentar la concentracion de la hormona (Diaz et al., 2005).

En peces también es factible la feminizacion mediante el tratamiento
hormonal con estrégenos, produciendo lotes todo hembra. Estos tratamientos
son menos eficaces en revertir los machos a hembras y por lo tanto se
necesitan dosis mas elevadas para producir buenas tasas de reversion. Otra
diferencia importante con la masculinizacion es que los tratamientos orales
deben ser acompafados de inmersidon en soluciones de estrogenos. El
estrogeno mas usado es el 17 B estradiol, que es de facil obtencion y gran
estabilidad quimica. Este es incluido en el alimento en una solucion de etanol

absoluto (Yamamoto, 1953).

1.2.5.3 Técnicas de manipulacién artificial del sexo genético

La determinacion del sexo genético ocurre al momento de la
fecundacion. En algunas especies de peces, entre las que se cuentan algunos
salmonidos, el sistema de determinaciéon del sexo genético es del tipo XX/XY y
la diferenciacion de los cromosomas sexuales es suficientemente evolucionada
ya que permite el reconocimiento de estos cromosomas al examinar el cariotipo
de los individuos (Blanco, 1995).



Estas situaciones permiten utilizar mecanismos como la induccién
artificial de partenogénesis para controlar el sexo genético en la progenie de un
cruzamiento determinado. Las formas de partenogénesis son la ginogénesis y
la androgénesis, ambas posibles de inducir experimentalmente.

En la ginogénesis se producen individuos cuyo material genético procede soélo
del progenitor hembra. Consiste en lograr el desarrollo del embrién activando
ovocitos con espermatozoides inactivados genéticamente. La produccion de
ginogenéticos requiere combinar la inactivacion del semen con la diploidizacion
del complemento cromos6mico materno. Primero se induce el desarrollo
haploide del huevo, previo tratamiento de los espermatozoides para eliminar su
aporte genético, y luego, los huevos son sujetos a otro tratamiento, impidiendo
la segunda division meiotica o la primera division mitética, para duplicar su

material genético(Diaz et al., 2005).

La androgénesis permite soélo la herencia paterna, y experimentalmente

puede ser producida inactivando cromosOmicamente las ovas, fecundando con
espermios normales, e inhibiendo la primera division mitotica del huevo.
Los peces androgenéticos también exhiben baja supervivencia; esta mejora
cuando se utiliza espermatozoides diploides de tetraploides naturales o
inducidos. La principal ventaja es una mayor rapidez de crecimiento por
menores tiempos generacionales de los machos en varias especies (Diaz et al.,
2005).



1.3 Hipotesis

Hipotesis afirmativa

El tratamiento térmico de alta temperatura, moderada duracion y en las fases

iniciales de fecundacién produce un mayor porcentaje de truchas arco iris

(Oncorhynchus mykiss) triploides y con mayor supervivencia.

Hipoétesis alternativa

El tratamiento térmico de alta temperatura, moderada duracion y en las fases

iniciales de fecundacion no produce un mayor porcentaje de truchas arco iris

(Oncorhynchus mykiss) triploides y con mayor supervivencia.



Il. MATERIALES Y METODOS

2.1 Participantes

Esta investigacidon cont6 con la participacion del Ministerio de
Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca por medio del Centro de
Investigaciones Acuicolas Papallacta (CENIAC), el cual facilité sus
instalaciones, materiales e instrumentos para desarrollar la primera fase
experimental; ademas se contd con la ayuda de los Sres. Técnicos: Lic. Jaime
Idrovo, Jefe de Investigacion y Desarrollo, encargado de los proyectos de
investigacion y tesis de grado; Ing. José Vaca, Jefe del Departamento de
Nutricion, encargado del Area de Bromatologia y Analisis de Alimento; Lic. Luis
Quisanga, Jefe de Produccion y todo el personal del CENIAC-P quienes

ayudaron en la ejecucion de la primera parte del proyecto.

Por parte de la Escuela Politécnica del Ejército existio la colaboracion
del Instituto Agropecuario Superior Andino (IASA ), Hacienda El Prado,
Estacion de Pailones, ademas la grata participacion de un profesional
destacado en el campo de la Acuacultura en el pais como es el Ing. Juan Ortiz,
docente de la ESPE, Departamento de Ciencias de la Vida, Carrera de

Ingenieria Agropecuaria, encargado de dirigir este proyecto de investigacion.

2.2 Zona de Estudio

2.2.1 Localizacién del Experimento

La primera fase experimental del proyecto de investigacion se llevo a
cabo en el Centro de Investigaciones Acuicolas Papallacta (CENIAC-P), el
mismo que es una Direccion del Ministerio de Agricultura, Ganaderia,
Acuacultura y Pesca (MAGAP), ubicado en la Provincia del Napo, Cantén

Quijos, Parroquia Papallacta, Sector Llanura de Bafios a 1 1\2 Km. Se utilizo



la Sala de Incubacion, el laboratorio de Biotecnologia e Investigacion y el
Laboratorio de Patologia e Histologia.

Figura 2. 1 Vista panoramica del Centro de Investigaciones Acuicolas
Papallacta CENIAC-P.

Fotografia: Ing. Pedro Manuel Santistevan

Datos generales

Longitud: 78" 08’
Latitud: 00” 271’
Altitud: 3300 m.
Temperatura: 8 -12°C

Precipitacion anual: 1560 mm.
Humedad Relativa: 86 %



La segunda fase experimental se realiz6 en la Hacienda El Prado,
perteneciente a la Carrera de Ingenieria en Ciencias Agropecuarias (IASA ),
ubicado en la Provincia de Pichincha, Canton Rumifiahui, Sector San
Fernando. Se ocuparon los estanques de crianza y el laboratorio de

Acuacultura.

Figura 2.2 Estanques de crianza del IASA 1.

Datos generales

Longitud: 78° 24’ 447
Latitud: 0°23 20" (S)
Altitud: 2748 m.
Temperatura: 13-14°C

Precipitacion anual: 1200 mm.

2.3 Tipo de Investigacion

El tipo de investigacion es explicativo porque permite conocer, entender
y explicar distintos fendmenos biolégicos desde el momento mismo de la
fecundacion de la trucha arco iris, sus etapas, desarrollo, induccién de triploidia
y los diferentes analisis para su demostraciéon. Ademas se contd con las

herramientas necesarias para la interpretacion de los resultados a través del



disefio estadistico que permitié analizar el comportamiento de las variables que

intervienen en el método experimental.

2.4 Técnica Estadistica

El tipo de disefio utilizado fue un Disefio de Bloques Completamente al
Azar (DBCA), debido a su precision y disminucién del error experimental.
Dentro de este disefio se dispuso los arreglos factoriales con adicionales los
cuales a través de las interacciones de los factores se pudo analizar los datos
con mayor claridad.

2.4.1 Factores

Temperatura del choque térmico (T):

26 °C BAJA TEMPERATURA

28 °C ALTA TEMPERATURA
Tiempo de duracién del choque (D):

5 min BAJA DURACION

10 min MODERADA DURACION

15 min ALTA DURACION
Tiempo de inicio del choque posfecundacién (P):

10 min NORMAL

20 min TARDIO

2.4.2 Tratamientos
NUmero de tratamientos: TXxDxP
2X3x2 =12

2.4.3 Tratamiento Satélite o Adicional (Control)

Para este proyecto se evaluaron tres factores y sus respectivas
interacciones, ademas se necesitd evaluar un tratamiento satélite o control que
si bien es cierto no es parte constitutiva del factorial sin embargo ayuda a

complementar la informacion de dicho proyecto.



El control esta definido por la fertilizacion artificial y desarrollo normal

de las ovas de trucha arco iris, segun protocolos establecidos.

TxDxP+n
2x3x2 + 1
13 TRATAMIENTOS

2.4.4 Descripcién de los Tratamientos

De la combinacion de los tres factores en estudio mas el tratamiento

testigo se obtuvieron 13 tratamientos.

Cuadro 2.1 Interaccion de tres factores para la obtencion de los diferentes

tratamientos.

N° |[NOMENCLATURA DESCRIPCION
T° de choque Duracion Postfertilizacion
(°C) (min) (min)
T1 T1D1P1 26 5 10
T2 T1D2P1 26 10 10
T3 T1D3P1 26 15 10
T4 T1D1P2 26 5 20
T5 T1D2P2 26 10 20
T6 T1D3P2 26 15 20
T7 T2D1P1 28 5 10
T8 T2D2P1 28 10 10
T9 T2D3P1 28 15 10
T10 T2D1P2 28 5 20
T11 T2D2P2 28 10 20
T12 T2D3P2 28 15 20
T13 TODOPO / / /




2.4.5 Repeticiones

Se realizaron 3 repeticiones en cada tratamiento para garantizar la

estandarizacion de la técnica.

2.4.6 Descripcién de la Unidad Experimental

Las unidades experimentales (U.E.) estan representadas por las ovas
fecundadas de trucha arco iris a las cuales se les aplicaron los tratamientos
antes mencionados. Cada U.E. esta conformada por 1000 ovas. En total se

cuenta con 39 unidades experimentales.

Cuadro 2.2 Interaccion de tres factores para la obtencion de los diferentes

U.E.=# TRATAMIENTOS x # REPETICIONES
13 x 3
39 UNIDADES EXPERIMENTALES

tratamientos con su respectiva repeticion R1, R2, R3.

R1

T (°C) D (min) | P (min)

T1 T1R1 26 5 10
T2 T2R1 26 10 10
T3 T3R1 26 15 10
T4 T4R1 26 5 20
T5 T5R1 26 10 20
T6 T6R1 26 15 20
T7 T7R1 28 5 10
T8 T8R1 28 10 10
T9 TI9R1 28 15 10
T10 T10R1 28 5 20
T11 T11R1 28 10 20
T12 T12R1 28 15 20
T13 T13R1 Condiciones normales




T (°C) D (min) | P (min)
T1 T1R2 26 5 10
T2 T2R2 26 10 10
T3 T3R2 26 15 10
T4 T4R2 26 5 20
T5 T5R2 26 10 20
T6 T6R2 26 15 20
T7 T7R2 28 5 10
R2 T8 T8R2 28 10 10
T9 TI9R2 28 15 10
T10 T10R2 28 5 20
T11 T11R2 28 10 20
T12 T12R2 28 15 20
T13 T13R2 Condiciones normales
T (°C) D (min) | P (min)
T1 T1R3 26 5 10
T2 T2R3 26 10 10
T3 T3R3 26 15 10
T4 T4R3 26 5 20
T5 T5R3 26 10 20
T6 T6R3 26 15 20
T7 T7R3 28 5 10
R3 T8 T8R3 28 10 10
T9 TI9R3 28 15 10
T10 T10R3 28 5 20
T11 T11R3 28 10 20
T12 T12R3 28 15 20
T13 T13R3 Condiciones normales




2.4.7 Esquema Grafico de Tratamientos y Repeticiones

Cuadro 2.3 Distribucion de tratamientos y repeticiones en las incubadoras

REPETICIONES

T I Il 11
R T2 T5 T13
A T7 T11 T1
T T12 T1 T8
A T1 T13 T10
M T5 T4 T2
I T11 T9 T9
E T3 T6 T3
N T9 T12 T7
T T6 T2 T6
0] T4 T7 T11
S T10 T3 T5
T8 T10 T12

T13 T8 T4

Para determinar valores de variancia y reportarlos estadisticamente se

realizo el Analisis de Varianza ADEVA.

Cuadro 2.4 Fuentes de variacion del ADEVA y sus respectivos grados
de libertad.

Fuente de Variacion Grados de libertad
TOTAL 38
TRATAMIENTOS
TEMPERATURA (T)
DURACION (D)
POSTFERTILIZACION (P)
TD
TP
DP
TDP
ADICIONAL O CONTROL
FACTORIAL vs ADICIONAL
REPETICIONES
ERROR EXPERIMENTAL

N R P RPNMNENDENRD

N
~



2.5 Anédlisis Funcional y Pruebas de Significancia

El error experimental se calcul6 mediante el coeficiente de variacion
(CV) expresado en porcentaje (%.) e indica la variabilidad del experimento.
Para identificar y determinar cudl o cuales son los mejores y peores
tratamientos o tienen una alta y baja respuesta estadistica se aplicé la prueba
de Tukey al 1%y 5%.

2.6 Procedimientos

2.6.1 Materiales de campo

= Agua
= Balanceado de truchas N° 0, N° 1, N° 2 linea BIOMIX
= Bandejas

= Botas de caucho

= Canastillas de incubadora con tapa
= Cedazos

= Cepillos

= Coches de transportacion

= Escobas

= Esmalte

= Etiquetas de madera

» Fundas plasticas quintaleras

= Guantes de caucho

= Hoja de registro de mortalidad

= Hoja de registro de parametros (temperatura, oxigeno disuelto y pH)
* Incubadora Horizontal

= Mangueras

= Manteles

= Montacargas

= Nasas o redes

= Paleta contadora de ovas

= Pedazos de maderade 10cm x 12 cm



= Piedras difusora de oxigeno

* Pipetas de extraccion de ovas

» Recipientes plasticos

= Red de Arrastre

= Sonda de viacrisis

= Soporte de extraccion de ovas

= Tanques de oxigeno

» Tina de transportacién de reproductores

= Tinas de alevinaje

= Truchas reproductores machos y hembras

2.6.2 Reactivos de campo
= Esencia de clavo de olor (eugenol)
= Desinfectante OSVAN (cloruro de belzankonium)
= Sal
= Solucion isotonica (agua y sal)

2.6.3 Equipos de campo
= Balanza de 5 Kg.
» Balanza analitica METTLER PM100
= Calibrador MITUTOYO
= Equipo de bafio maria ADVANTEC LD-270 WATER BATH
= |ctibmetro
=  Oximetro
= pH-metro
= Timer o crondmetro

= Termdmetro

2.6.4 Materiales de laboratorio

= Balon Kjeldahl
= Bandejas plasticas
= Cajas Petri

= Capilares de vidrio



Cépsula de porcelana
Desecador

Fundas Ziploc

Fundas plasticas
Guantes quirurgicos
Mandil de laboratorio
Materiales de diseccion
Matraces de 250 y 500 mL.
Mechero Bunsen

Papel filtro 1.12 m.m.
Papel aluminio

Peras de succion
Pinzas

Pipetas

Porta y cubreobjetos
Tijeras

Toallas absorbentes

Vasos de precipitacion de 50, 100 mL.

2.6.5 Equipos de laboratorio

Balanza analitica METTLER PM100
Balanza con lampara infrarrojo
Estereoscopio NIKON SMZ-10
Microscopio de luz NIKON OPTIHOT-2
Mufla

Refrigerador

2.6.6 Reactivos de laboratorio

Aceite de inmersién

Acido Sulfarico (H2S04 0,1 N)
Colorante Sanguineo Wright

Hidréxido de Sodio (NaOH 45% y 0,1 N)

Metanol



= Perodxido de hidrégeno

= Rojo de metilo

= Sulfato Caprico (CuS0O4)

= Sulfato de Potasio (K2S04)

2.6.7 Insumos de oficina

= Camara fotografica digital SONY MPEG MOVIE VX, 5.1 MP.
» Camara fotografica digital SONY Cybershot 7,2 MP.
= Calculadora

= CD-R y CD-RW

= Computadora

= Esferos, Lapices, Marcadores

= Fotocopiadora

= Flash Memory Corsair 512 Mb

= Hojas de papel bond

= |Impresora

= Libreta de apuntes

= Libros de consulta

= Pliego de cartulina

= Plastico

2.6.8 Procedimientos y Protocolos

2.6.8.1 Identificacion del Experimento y de tratamientos

Para la rotulacion del experimento se utilizd un cartel emplasticado de 1
m x 1,20 m, que fue ubicado tanto en el CENIAC como en el IASA I. El rétulo
contd de la informacion necesaria para la identificacion de la investigacion
como: nombre de las instituciones participantes, titulo de la tesis, nombre del
investigador, nombre del director, nombre del tutor y afio de realizacién de la

tesis. Los tratamientos se rotularon con pequefios pedazos de madera de 10



cm. x 12 cm., estos se colocaron en cada una de las canastillas de incubacion

gue contendran a los diferentes tratamientos.

2.6.8.2 Andlisis del agua

Para medir la temperatura del agua se tomaron diariamente tres
muestras de agua, en la mafiana (07:00 a.m.), en la tarde (14:00 p.m.) y en la
noche (18:30 p.m.), estas temperaturas se registraron a diario en las hojas de
registro de parametros. El potencial hidrégeno pH se midi6é una vez por semana
en un inicio con las bandas indicadoras del pH y luego usando un pH-metro. El

oxigeno disuelto se evalud con un oximetro esto se realiz6 una vez al dia.

2.6.8.3 Preparacion de la sala de incubacion

Las incubadoras (1.00 m x 1.80 m), las canastillas (45 cm x 45 cm) y las tapas
fueron lavadas, retirando la suciedad adherida para evitar algun tipo de
contaminacion, se empled un desinfectante no toxico como es el OSVAN cuyo
principio activo es el cloruro de belzankonium. También se limpiaron los pisos,
recipientes plasticos y el pediluvio ubicado en la entrada de la sala de
incubacion el mismo que se utilizé para desinfectar el calzado al ingresar a esta

area.

2.6.8.4 Preparacion de materiales para shock térmico

Se calibro el equipo de bafio maria ADVANTEC LD-270 WATER BATH
para estabilizar la temperatura requerida para la aplicacion de los choques
térmicos. Para evitar la falta de oxigeno dentro del equipo se adapté un
oxigenador a un motor de acuario utilizando una sonda de viacrisis (suero) con
esto se garantiza la regulacion de la fuerza de las burbujas de oxigeno en el

agua.



2.6.8.5 Diagnosis de la madurez sexual de reproductores

De los estanques D2, D3 y D4 se procedid a verificar el estado de
madurez sexual de las truchas hembras presionando suavemente el abdomen
para comprobar la existencia de ovas maduras. En este caso la regién ventral
se encontro distendida y relajada incluso las ovas se desprendieron con
facilidad. Los machos adultos por lo general se mantienen en estado maduro
durante toda la época (Imaki, 2003).

2.6.8.6 Transporte de reproductores

Los ejemplares seleccionados fueron separados del estanque vy
llevados hacia la sala de desove con la ayuda de un montacargas. Se
trasportaron en tinas plasticas con suficiente cantidad de agua.
Cuidadosamente se depositaron las truchas adultas en la piscina adjunta a la

sala de desove para sacarlos a medida que se los fue necesitando.

2.6.8.7 Disminucién de la excitacion nerviosa

Para evitar el estrés de los reproductores que puede ocasionar lesiones
e incluso la muerte se procedi6 a anestesiarlos usando aceite de clavo
(eugenol) que no afecta al animal ni al personal que lo manipula con una
concentracion de 100 ppm, éste sedante se coloc6é en una tina plastica con
suficiente cantidad de agua, ademas con piedras difusoras de oxigeno para
gue los peces puedan respirar durante todo el proceso de desove hasta su

recuperacion.

2.6.8.8 Preparacion de la sala de desove

Antes de iniciar con la extraccion de los gametos sexuales se preparé
una soluciéon isoténica compuesta por agua y sal en una concentracion de
1,01% que equivale a 10 g de NaCl por cada litro de agua, para conservar y

lavar las ovas extraidas. Se emplearon materiales limpios y previamente



desinfectados como son manteles, recipientes plasticos y de aluminio y malla
de recoleccioén de ovas.

2.6.8.9 Desove

Para efectuar el desove se tomd por la parte caudal a una trucha
hembra previamente anestesiada secandose con una toalla limpia, dando
prioridad a la region ventral. Enseguida se colocdé sobre el soporte de
extraccion de ovas manteniendo su cuerpo en posicién inclinada arqueando el
tronco hacia atrds, se eliminaron los excrementos para evitar cualquier
contaminacién que afecte a los gametos y se masaje6 suavemente el abdomen
con movimientos repetitivos de arriba hacia abajo. De esta forma las ovas caen
y se depositan en la malla recolectora, éste procedimiento es conocido como
método unipersonal. De inmediato las ovas son lavadas con la solucion
isotonica para eliminar algun tipo de impureza que puedan afectar a la

fecundacion (Imaki, 2003).

Para los reproductores machos el procedimiento es similar ya que para
obtener su semen se presiond suavemente su abdomen y de manera repetitiva,

el material seminal se recogié en una caja petri.

2.6.8.10 Toma de datos de reproductores

Antes de ser devueltos los padrotes hacia sus respectivos estanques
se procedio a pesarlos y medirlos utilizandose una balanza de 5 Kg. y un
ictidmetro de fabricacion manual respectivamente. En el caso de las hembras el
peso promedio fue 2462 = 20 g y la longitud promedio 53,83 8 cm.; en los
machos fue de 2011,67 £ 22 g y 53,67 £6,3 cm.

2.6.8.11 Anélisis de la calidad de las células sexuales
Los espermatozoides se encuentran inactivos dentro del material

seminal y para observar la motilidad y garantizar la fecundacion se tomé una

pequefa cantidad de semen depositandolo en un portaobjeto con una pipeta se



aplicé una gota de agua dulce esto permite que los espermatozoides se activen
de inmediato, la observacion se realizé con un microscopio NIKON OPTIHOT-2
(Imaki, 2003).

La calidad de las ovas se observo a simple vista y esta en funcion al
grado de madurez que los gametos presentan. Las ovas sobre maduras
contienen una vesicula liposa en forma de gotitas de aceite agrupadas en la
parte superior y su fecundidad es escasa o0 nula, en este caso las ovas fueron
inmediatamente desechadas, mientras que las ovas que se encuentran en
plena madurez presentaron un color naranja, traslicido y su contenido

homogéneo (Owaga, 1992).

2.6.8.12 Conteo de ovas

Para manejar las unidades experimentales con un namero aproximado
de 1000 ovas se realizé un conteo volumeétrico. Para ello se tomaron 1000 ovas
gue se depositaron en un vaso de precipitacion dando un volumen de 75 mL..
Conocido éste dato se pudo distribuir porciones iguales para la aplicacion de

los tratamientos.

2.6.8.13 Fecundacion artificial

Se recolectaron aproximadamente 3088 gramos de ovas que
corresponden alrededor de 39000 ovas de 12 hembras las cuales fueron
fertilizadas con el semen de 6 machos. EI método utilizado para realizar la
fecundacion artificial es el método seco para lo cual las unidades
experimentales representadas por 1000 ovas previamente lavadas se
colocaron en un recipiente plastico con solucion isotonica, a continuacion se
rocio una suficiente cantidad de semen mezclandose uniformemente. El
proceso de fecundacioén se inicia al poner en contacto los gametos con el agua
dulce. Al cabo de un minuto se cambié el agua repetidamente para eliminar los

desechos.



2.6.8.14 Aplicacion de choques térmicos

Las ovas fecundadas fueron sometidas a la induccion de triploidia
mediante la aplicacion de los choques térmicos por bafio termostéatico usando
un equipo de bafio maria ADVANTEC LD-270 WATER BATH. Se tomé en
cuenta tres factores importantes como son temperatura, tiempo de duracion y
tiempo de inicio del choque. Los shocks térmicos se aplicaron por inmersion de
las ovas a bafio maria y mantenidas a temperaturas y tiempos experimentales
ya definidos en la descripcion de tratamientos. Se realizaron tres réplicas para
cada tratamiento de esta manera se garantizd la certeza de los resultados
finales (Dillon, 1988).

2.6.8.15 Incubacioén

Las ovas sometidas a los diferentes tratamientos fueron
inmediatamente llevadas con la ayuda de un cedazo hasta las canastillas de
incubacion previamente identificadas, para ser depositadas suavemente
evitando los movimientos bruscos y sobre todo sin presencia de la luz puesto
gue en esta etapa las ovas son muy sensibles a estos factores.

La incubacion se realizé a temperaturas entre 8-9°C, oxigenacion a saturacion
(> 5.4 ppm) y caudal de 0.320 L x s* (Dillon, 1988; Imaki, 2003).

2.6.8.16 Pesaje y medicion de ovas

De cada canastila se tomd una muestra de ovas, éstas son
depositadas en cajas petri y conducidas al laboratorio para su pesaje con una
balanza analitica METTLER PM100, la medicién se lleva a cabo con un

calibrador MITUTOYO para calcular su diametro expresado en mm.
2.6.8.17 Estudio de embriogénesis
Se realizé un estudio gradual de la embriogénesis, desde el momento

de la fecundacion, para conocer los diferentes estadios de la ova fecundada y

el tiempo en el que ocurre cada cambio. Para esto se tomd muestras de las



incubadoras en un inicio a cada hora y luego una vez por semana, colocandose
en cajas petri identificadas para ser llevadas al Laboratorio de Biotecnologia.
La observacion de las ovas se realiz6 con un estereoscopio marca NIKON
SMZ-10, con el lente 10XA/24, las fotografias fueron tomadas con una camara
SONY MPEG MOVIE VX, 5.1 MP.

2.6.8.18 Seleccidén de ovas

Luego de la aplicacion de los choques térmicos, se esperé 3 dias para
empezar la eliminacién de las ovas muertas y asi evitar la proliferaciéon de
hongos, este procedimiento se lo realiz6 en cada incubadora, los datos de
mortalidad fueron recogidos a diario en la hoja de registros (Imaki, 2003).

2.6.8.19 Preparacion del Laboratorio de Biotecnologia

El Laboratorio de Biotecnologia esta equipado con tinas de alevinaje
(80 x 60 x 60) cm, dispuestas en dos columnas. Cada una de ellas cuenta con
un suministro de agua propio Y filtros para evitar la acumulacion de impurezas
como hojas, insectos etc. Las tinas fueron lavadas y desinfectadas con
OSVAN, la temperatura promedio del agua fue de 9°C, pH de 6,5 y oxigeno
disuelto de 6,26 mg/I.

2.6.8.20 Alevinaje

Las ovas embrionadas se trasladaron a las tinas de alevinaje mediante
sifoneo con una manguera. Cuando el saco vitelino del alevin se reabsorbié
casi en su totalidad se inicio la alimentacion, de lo contrario los animales
adelgazan y mueren por desnutricion. La frecuencia de alimentacion fue de 8-
10 veces por dia sin tener en cuenta el desperdicio y la cantidad se dispuso
segun la tabla de alimentacion propuesta por Leitritz y Lewis (1980). El
alimento proporcionado es de la linea BIOMIX, iniciando con el pellet granulado
N° 1 y a medida que van creciendo se administra el alimento N° 2 y N° 3

respectivamente.


http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0717-71781994002200004&script=sci_arttext#7#7

2.6.8.21 Anélisis de comportamiento y reflejos

El mejor indicador de salud de los alevines es su comportamiento y
reflejos pues dan una idea de su vivacidad y energia. Espontdneamente se
pas6 la mano sobre las tinas, en este caso los alevines deben huir
inmediatamente.

Se tom6 una muestra representativa de cada tratamiento y se lo deposité en un
vaso de precipitacion de esta forma observamos su comportamiento y su

movimiento de seguimiento hacia los dedos.

2.6.8.22 Traslado de alevines

Luego de dos meses de eclosion se procedio al traslado de 5000
alevines desde el Centro de Investigaciones Acuicolas Papallacta hasta los
estanques de Pailones perteneciente a la Hacienda El Prado (IASA) para
continuar su desarrollo del primer alevinaje. El sistema de transporte de
alevines fue a través de fundas plasticas gruesas de 70 cm. x 100 cm. con 15
litros de agua. En cada funda se trasladé un tratamiento diferente con 200
animales de muestra, cabe recalcar que a los alevines se les suspendio el

alimento 24 horas antes para limpiar su sistema digestivo (Imaki, 2003).

Al llegar al IASA las fundas fueron colocadas en los estanques sin
abrirlas, para nivelar la temperatura del agua, de esta manera los animales no
se estresan por el cambio brusco de temperatura. Cada division de los
estanques tiene una dimension de 1 x 1 x 1 m. En este espacio los alevines

permanecieron hasta su analisis de ploidia.

2.6.8.23 Medicion de parametros morfométricos

Los alevines fueron pesados y medidos cada quince dias a partir de su
reabsorcion y consumo de alimento, se utilizé una balanza analitica METTLER
PM100 y un calibrador, con los datos obtenidos se procedié a calcular los
pardmetros morfométricos como peso, longitud, conversion alimenticia vy

eficiencia del alimento.



2.6.8.24 Obtencion de muestras para la determinacion de triploidia

Se tomO6 una muestra representativa de cada tratamiento (8 alevines)

usando el criterio de la formula epidemioldgica para el manejo de muestras
2Jn , donde n es el nimero total de individuos. Los animales se transportaron

en fundas plasticas pequefias con suficiente cantidad de agua y fueron llevados
al laboratorio de Acuacultura del IASA para realizar la extraccion de sangre.

2.6.8.25 Preparacién de placas de frotis sanguineos

Se secO cuidadosamente la superficie del pez y se cort6 el pedunculo
caudal en la region posterior a las aletas adiposa y anal respectivamente. La
sangre que brota fue recogida en un capilar, se depositdé una gota sobre un
portaobjetos limpio y libre de grasa a una distancia de 1,5 cm de la parte
terminal. Con un cubreobjeto manteniendo un angulo de 45° se procedi6 a
preparar un frotis delgado mediante un movimiento suave y cuidadoso que
extiende la gota de sangre fresca sobre la superficie del portaobjeto. Se
identifico cada placa con el niumero de tratamiento, repeticion y fecha, se cubrio
con cinta adhesiva para proteger la informacién. Una vez seco el frotis se
adiciond suficiente cantidad de metanol sobre las placas para fijar la muestra,
se dejo secar al ambiente y se adicion6 gotas de peréxido de hidrogeno por 10
seg. Finalmente se realizo la tincion de las placas usando colorante sanguineo
Wright por 10 minutos, al cabo de este tiempo se secaron y se almacenaron en

un lugar oscuro para su observacion (Conroy, et al., 1987).
2.6.8.26 Medicidn de volumen nuclear eritrocitario

Con el lente de 100x se observaron los frotis sanguineos para medir los
eritrocitos con un micrémetro, se registraron dos medidas el didmetro del eje
mayor y el eje menor, el nicleo presenta una forma esferoide. La férmula
propuesta para conocer el volumen promedio de los nucleos para esta especie

es V= 4/3 1 ab?® donde: a=eje mayor; b= eje menor. Se fotografiaron los



eritrocitos medidos con una camara SONY Cybershot 7.1 MP (Pineda et al.,
2003).

2.6.8.27 Anédlisis Bromatologico del Alimento BIOMIX

Se procedi6 a realizar el andlisis bromatologico de los alimentos
iniciadores N° 1 y N° 2 de la linea BIOMIX. La formulacion del balanceado
consta de ingredientes como Harina de pescado, aceites marinos, harinas

vegetales, premezclas vitaminicas y minerales, antioxidantes y antimicéticos.

2.6.8.28 Humedad: Método Balanza Lampara Infrarrojo

Se tomaron 5 gramos de alimento y se colocd en la balanza con
lampara infrarrojo, al cabo de 10 minutos tiempo en el cual alcanza una
temperatura de 95°C se evapord la humedad contenida en la muestra, el
resultado es expresado en % de humedad.

2.6.8.29 Ceniza

Se calenté la capsula de porcelana en la mufla a 600°C por 30 minutos,
luego se enfrié en el desecador. 1 g de muestra fue colocada en la capsula e
inmediatamente llevada al interior de la mufla por 5 horas a 600°C. Una vez
transcurrido este tiempo se llevan las capsulas hacia el desecador y se pesan.
Célculo

((Pc +ceniza) — (Pcv)
Pm

%Ceniza = x100

Pc = Peso crisol
Pcv = Peso crisol vacio

Pm = Peso muestra

2.6.8.30 Proteina

1 g de muestra se transfirié al balon Kjeldahl con 3 g de catalizador
(CuSO4 + K2S04 1:9). Se agreg6 15 mL. de H2SO4 concentrado. El balén



fue colocado en forma inclinada en la hornilla del aparato Kjeldahl por
aproximadamente 2 horas hasta que la solucion tomé un color verde brillante.
Una vez retomada la temperatura ambiente, se afadi6 130 mL. de agua
destilada.

Para la destilacién, se agrego6 al balon 1 mL. de H2SO4 concentrado,
10 mL. de NaOH al 45% y se conectd el balon Kjeldahl al condensador
mediante una ampolla de destilacion a fuego alto. En el extremo de salida del
condensador se coloc6 un matraz conteniendo 10 mL. de H2SO4 0,1 N con 3
gotas de rojo de metilo, se tapd el matraz con papel aluminio para evitar la
emanacion de gases. Una vez iniciada la condensacion se dejo la destilacion
15 minutos para titular el contenido del matraz con una solucién de NaOH 0,1
N. Se realiz6 una muestra blanco (Niwa et al., 1997).

Céalculo
% Proteina (mIB—mIM)N x1.4x6.25
Pm
B = Blanco M = Muestra Pm = Peso muestra
N= 0.0895695 Proteina de carne = 6.25

2.7 Anédlisis de variables

2.7.1 Mortalidad de ovas luego de la aplicacion del choque térmico
Expresado en numero y porcentaje, los datos se obtuvieron a través de

las Hojas de Registro de Mortalidad a los tres dias de aplicacion de los

choques térmicos.

2.7.2 Mortalidad de ovas hasta la eclosion

Se llevé a diario el registro de mortalidad de las ovas en cada una de

las incubadoras que contenia cada tratamiento, desde el inicio de la



fecundacion, su posterior embrionamiento hasta la eclosién de los alevines. Los

resultados son expresados en numero y porcentaje.
2.7.3 Supervivencia de los alevines

Al finalizar el periodo embrionario se realizd el calculo de alevines
supervivientes de este proceso asi como también su supervivencia en el
laboratorio bajo condiciones controladas. Los resultados son expresados en

namero y porcentaje.
2.7.4 Andlisis de triploidia

La determinacion de triploidia se llevo a cabo por la medicion de los
nacleos de los eritrocitos, los datos obtenidos son diametro y volumen,
expresados en pm y pm® respectivamente. También se demostr6 el éxito de
cada tratamiento en cuanto a la induccion de triploidia de los individuos

expresado en porcentaje.
2.7.5 Parametros morfométricos

Se pesaron y midieron a los alevines cada quince dias para registrar su

crecimiento los datos son expresados en g y cm. respectivamente.
2.7.6 Conversion Alimenticia y Eficiencia alimenticia

Los datos de peso y longitud de los alevines asi como la cantidad de
alimento fueron utilizados para calcular la conversion alimenticia indicando la
relacion existente entre la cantidad de balanceado suministrado y el aumento
de peso corporal. El resultado se expresa en un factor de conversion. La
eficacia del alimento es expresado en porcentaje y es representado por el
inverso del factor.

FC = Cantidad de alimento suministrado/ Aumento de peso corporal



lll. RESULTADOS

3.1 Andlisis de embriogénesis de la trucha arco iris

Los huevos de Oncorhynchus mykiss son de forma esférica, con un
peso medio de 0,079 g £ 0,007 gy 5.3 mm. £ 0,4 mm. de diametro. Su color es
naranja claro, traslicido. Esta formado por una membrana externa llamada
corién, citoplasma en donde se aprecia una gota oleosa en su interior y el
nacleo. Una vez fecundados los huevos inician su division celular. A las 6 horas
se observa una acumulacion del material vitelino en un extremo de la ova
fecundada. Todo el material que se encontraba en un inicio diseminado forma

un solo cumulo de reserva alimenticia (Figura 3.1).

Figura 3.1 Huevo fertilizado de trucha arco iris trascurrido 6 horas
CENIAC-Papallacta, 2008

A las 24 horas se aprecia el inicio de la morula, la segmentacion es
mas nitida cerca del polo animal y difusa hacia el lado contrario. Se puede
distinguir dos regiones una formada por una gran cantidad de células pequefias

y otra donde las células grandes se encuentran en menor nimero (Figura 3.2).



Figura 3.2 Huevo fertilizado de trucha arco iris en fase de morula trascurridas
24 horas CENIAC-Papallacta, 2008

Transcurridas 48 horas se da la formacion de la blastula, en donde a
pesar de aumenta el numero de células el tamafio del huevo fecundado sigue
siendo el mismo, éstas células se empiezan a disponer de tal manera que
gueda en su interior una cavidad llamada blastocele. (Figura 3.3).

A y

Figura 3.3 Huevo fertilizado de trucha arco iris en fase de blastula trascurridas
48 horas. CENIAC-Papallacta, 2008



La géstrula inicia a partir de los 8 dias, durante este proceso se
evidencia el engrosamiento del escudo embrional por lo tanto se puede
apreciar un ligero aumento en el tamafio de la ova (Figura 3.4). El escudo
embrional es una masa de células en forma de campana que prolifera hacia
dentro desde el margen del blastodisco, formando el eje del embrion.
Adicionalmente, se hace evidente una pigmentacion puntiforme y uniforme

sobre el vitelo (Bustos, et al., 2005).

Figura 3.4 Huevo fertilizado de trucha arco iris en fase de gastrula trascurrido 8
dias. CENIAC-Papallacta, 2008

Alrededor de los 15 dias se inicia la formacion de la neurula (Figura
3.5), esta fase se llama asi debido a que se inicia la formacion del sistema
nervioso (Idrovo, 2008; Com. personal). Se aprecia un esbozo de embridn
ubicado a lo largo de la ova, se nota claramente la presencia de tres partes,

una cefélica, una toracica y una caudal siendo esta ultima la mas larga.

Todo el material nutritivo se encuentra alrededor de todo el embrion,

auln no se puede distinguir un vitelo definido.



Figura 3.5 Huevo fertilizado de trucha arco iris en fase de neurula trascurrido
15 dias. CENIAC-Papallacta, 2008

A partir de los 20 dias se aprecia la formacion del embrién completo
(Figura 3.6), este periodo se denomina oculacion o fase de ojos visibles, tiempo
en el cual se hace mas resistente a los choques y vibraciones, es por esta
razon que su traslado hacia los criaderos se realiza durante este estado. La
region cefalica estd mas desarrollada y los ojos ocupan la mayor parte de su

espacio.

Figura 3.6 Huevo embrionado de trucha arco iris trascurrido 20 dias.
CENIAC-Papallacta, 2008



La oculacion completa ocurre a los 23 dias a partir de la fecundacion
en todos los tratamientos a una temperatura media de 8°C tomada tres veces
al dia (08:00 a.m., 14:00 p.m., 18:00 p.m), durante este periodo se confirma
claramente la presencia de dos puntos negruzcos que corresponden a los 0jos
del embrién (Imaki, 2003). Se observa claramente los latidos cardiacos,

formacion de las branquias y movimientos constantes del embrion.

Figura 3.7 Huevo embrionado de trucha arco iris trascurrido 23 dias.
CENIAC-Papallacta, 2008

A los 34 dias el embrion empieza a pigmentarse iniciando por la
cabeza en los primeros dias hasta la region caudal, se nota un mayor

desarrollo de los arcos branquiales y formacion de aletas (Figura 3.8).

v

Figura 3.8 Huevo embrionado de trucha arco iris trascurrido 34 dias.
CENIAC-Papallacta, 2008



A los 38 dias el embrién ocupa todo el espacio de la ova, se observa la
formacion de la pupila del ojo, aumento en la pigmentacion cefélica, mayor
desarrollo de los vasos sanguineos y un movimiento mas resuelto de las

branquias (Figura 3.9).

Figura 3.9 Huevo embrionado de trucha arco iris trascurrido 38 dias.
CENIAC-Papallacta, 2008

Cuando el embrién tiene 40 dias desde su fecundacion apenas puede
mantenerse rodeado por el corién, su movimiento corporal es mas rapido y
empieza a buscar una zona sensible de la membrana para poder salir a su

nuevo entorno que es el agua (Figura 3.10).

Figura 3.10 Huevo embrionado de trucha arco iris trascurrido 40 dias.
CENIAC-Papallacta, 2008



La eclosion ocurrié a los 40 dias (Figura 3.11), a una temperatura
media del agua de 8°C, 6.8 mg/l de oxigeno disuelto y pH 6.5, la acumulacion
de temperatura fue de 320 °C obtenida de la multiplicacion de la temperatura
media del agua por el nimero de dias requeridos para la incubacion (8°C x 40
dias= 320°C). Lentamente el alevin se abre paso moviendo constantemente su

cabeza hasta romper la membrana, el alevin esta provisto del saco vitelino.

L

Figura 3.11 Alevin de trucha arco iris eclosionando de su corion trascurrido 40

dias.
CENIAC-Papallacta, 2008

Los alevines inmediatamente después de su nacimiento tuvieron un
peso aproximado de 0,09 g £ 0,016 g y una longitud de 14 mm + 0,17 mm,
poseen un saco vitelino adherido el cual contiene una especie de yema de alto

valor nutricional el mismo que se reabsorbera aproximadamente en 18 dias.

Figura 3.12 Alevin de trucha arco iris eclosionado y con el saco vitelino
adherido a su cuerpo. CENIAC-Papallacta, 2008



3.2 Mortalidad de las ovas luego de la aplicacion del choque térmico

Se retiraron las ovas muertas a los tres dias de la aplicacion de los
choques térmicos, esto demuestra el impacto de cada tratamiento sobre ellas,
el tratamiento mas fuerte correspondié al choque con 28°C, 15 minutos de
duracién y 20 minutos postfertilizacién, cuya nomenclatura es T2D3P2 o T12
(Tabla 3.1).

Tabla 3. 1 Mortalidad expresada en % de ovas fertilizadas de trucha arco iris
por incubadora al evaluar el efecto de T, P y D.
CENIAC-Papallacta, 2008

TRATAMIENTO PROMEDIO
| I I TRATAMIENTO
T1 T1D1P1 3,8 2,9 2,2 2,97
T2 T1D2P1 3,7 2 2,7 2,8
T3 T1D3P1 2,4 3,6 3,8 3,27
T4 T1D1P2 2,1 4,4 3,7 3,4
T5 T1D2P2 9,3 9,3 12 10,2
T6 T1D3P2 8,5 10,2 9,4 9,37
T7 T2D1P1 7.8 9,7 6,8 8,1
T8 T2D2P1 10,1 9,4 11,5 10,33
T9 T2D3P1 12,5 11,2 10,4 11,37
T10 T2D1P2 6,5 9,8 7.8 8,03
T11 T2D2P2 10,6 13 11,4 11,67
T12 T2D3P2 16,5 14,5 10,4 13,8
T13 TODOPO 1,4 1,9 1,2 1,5
PROMEDIO
REPETICION 7.3 7.8 7.2 7.4

En la Figura 3.13 se muestran los porcentajes promedios de la
interaccion de los factores: temperatura, tiempo de duracién y tiempo de
postfertilizacion del choque, se puede observar que a una temperatura de 26°C
existe una mortalidad menor que al aplicar la temperatura de 28°C. El mejor
tratamiento fue T2 con una mortalidad de 2,8%, mientras que el peor
tratamiento fue T13 con el porcentaje de mortalidad mas alto, 13,8%. Se nota
claramente que la mortalidad en el control es menor (1,5%) debido a que su

fecundacion se dio en las condiciones normales.



Mortalidad de ovas fertilizadas de trucha arco iris tras el
choque térmico
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Figura 3.13 Promedio de interaccion TDP al evaluar el efecto del choque
térmico sobre la mortalidad de las ovas fertilizadas de trucha arco iris.
CENIAC- Papallacta, 2008

*T= Temperatura de choque
*D= Duracion de choque

*P= Tiempo postfertilizacion

En la Tabla 3.2 se evalla la interaccion temperatura y duracion del
choque TD. Al analizar el factor temperatura, el porcentaje de ovas muertas
para 26°C es de 5,7% mientras que para 28°C es de 10,6%. Pineda et al.,
(2003), afirma que existe una mayor mortalidad al someter las ovas a
temperaturas mayores de 28°C puesto que el choque es mas fuerte, aunque

tiene mayor probabilidades de inducir la triploidia.

Al analizar el factor duracion del choque se observa que la mortalidad
es mayor conforme aumenta el tiempo de duracion del choque. A los 5 minutos
el porcentaje es de 5,6%, a los 10 minutos 9,2% y a lo 15 minutos 9,5%. Esto
se confirma por el trabajo de Dillon, (1988) en donde a medida que se
incrementa el tiempo de duracién del choque para la induccion de triploidia

existe una mortalidad cada vez mas alta.



Tabla 3.2 Tabla auxiliar para la interaccion Ty D.
CENIAC-Papallacta, 2008

T 2D PROMEDIO D
T1 T2
D1 19,10 48,40 67,50 5,63
D D2 44,90 66,00 110,90 9,24
D3 37,90 75,50 113,40 9,45
2T 101,90 189,90 291,80
PROMEDIO T 5,66 10,55 8,11

En la figura 3.14 se muestra el porcentaje de mortalidad de las ovas
fertilizadas tomando como referencia a la temperatura del choque, a los 28°C.
La mortalidad es significativamente mayor que a los 26°C, siendo

aproximadamente una relacion 2:1.
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Figura 3.14 Porcentaje de mortalidad de ovas fertilizadas de trucha arco iris al
aplicar los choque térmicos a 26°C y 28°C.
CENIAC-Papallacta, 2008

*T= Temperatura de choque



La Figura 3.15, indica la mortalidad de ovas fertilizadas expresadas en
porcentaje, al interactuar la temperatura y duracion del choque térmico. Se
aprecia que tanto para los choques de 26°C como para 28°C la mortalidad es
mayor conforme aumenta el tiempo de duracién del choque. El tratamiento mas
agresivo corresponde aquel cuyo choque se efectu6 por 15 minutos a 28°C, en
tanto el tratamiento con menos porcentaje de mortalidad fue aquel sometido a

26°C por 5 minutos.
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Figura 3.15 Porcentaje de mortalidad de ovas fertilizadas de trucha arco iris al
interactuar los factores TD. CENIAC-Papallacta, 2008

*T= Temperatura de choque
*D= Duracion de choque

La Tabla 3.3 detalla la interaccion entre temperatura y tiempo de inicio
de choque o postfertilizacion. En cuanto a este ultimo factor, existe una
mortalidad mayor de las ovas fertilizadas a los 20 minutos con un valor de 9,7%

frente al 6,5% que corresponde a los 10 minutos de inicio del choque.



Tabla 3.3 Tabla auxiliar para la interaccion Ty P.
CENIAC-Papallacta, 2008

T P PROMEDIO P
T1 T2
P1 27,10 89,40 116,50 6,47
P P2 74,80 100,50 175,30 9,74
2T 101,90 189,90 291,80
PROMEDIO T 5,66 10,55 8,11

Al analizar la interaccibn TP encontramos que el choque a una
temperatura de 26°C presenta una diferencia de mortalidades mas notoria en
relacion al tiempo de postfertilizacion. A los 10 minutos el porcentaje
corresponde a 3,01% mientras que a los 20 minutos la mortalidad es de 7,66%.
A los 28°C, el tiempo de postfertilizacion es menos relevante, asi, a los 10
minutos el porcentaje es de 9,93% y a los 20 minutos la mortalidad asciende a
11,17% (Figura 3.16).
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Figura 3.16 Porcentaje de mortalidad de ovas fertilizadas de trucha arco iris al
interactuar los factores TP. CENIAC-Papallacta, 2008

*T= Temperatura de choque
*P= Tiempo postfertilizacion



En la Tabla 3.4 podemos observar la interaccion entre tiempo de
duracion del choque y el tiempo de postfertilizacion.

Tabla 3.4 Tabla auxiliar para la interaccion D y P.
CENIAC-Papallacta, 2008

P 2D PROMEDIO D
P1 P2

D1 33,20 34,30 67,50 5,63
D D2 39,40 71,50 110,90 9,24
D3 43,90 69,50 113,40 9,45

P 116,50 175,30 291,80

PROMEDIO

P 6,47 9,74 8,11

En la Figura 3.17 se analiza la interaccion duracion de choque versus
tiempo postfertilizacion. Los choques con una duracion de 5 minutos y un
tiempo de postfertilizacion de 10 y 20 minutos, presentan una mortalidad de
ovas fertilizadas similares (5,53% y 5,72% respectivamente). A los 10 minutos
de duracion, el porcentaje de mortalidad para 10 y 20 minutos aumenta y
corresponde a 6,57% y 10,93%. A los 15 minutos, la mortalidad para P1 y P2
es de 7,32% y 11,58%, respectivamente.
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Figura 3.17 Porcentaje de mortalidad de ovas fertilizadas de trucha arco iris al
interactuar los factores DP. CENIAC-Papallacta, 2008

*D= Duracion de choque
*P= Tiempo postfertilizacion



La Figura 3.18, nos muestra la interaccion entre el tiempo de duracion
del choque y el tiempo de inicio postfertilizacion a 26°C. Se observa que a los 5
minutos de duracion del shock, el porcentaje de mortalidad es notablemente

menor frente a los 10 y 15 minutos.

A los 10 minutos postfertilizacién (P1), el porcentaje de mortalidad es
menor para 5, 10 y 15 minutos de duracion del shock (8,9%, 8,4% y 9,8 %,
respectivamente). A los 20 minutos (P2), la mortalidad es mayor para 5, 10y 15
minutos de duracién (10,2%, 36,5% y 28,1%, respectivamente).
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Figura 3.18 Interaccion DP a 26°C evaluada sobre el porcentaje de mortalidad
de las ovas fertilizadas de trucha arco iris luego del choque térmico.
CENIAC-Papallacta, 2008

*D= Duracion de choque

La Figura 3.19, indica la interaccion entre el tiempo de duracién del
choque y el tiempo de inicio postfertilizacion a 28°C. Se aprecia que a los 5
minutos de duracién el porcentaje de mortalidad es menor frente a los 10 y 15
minutos, esto esta en contraste con el analisis del tiempo postfertilizacion en

donde no existe una diferencia mayor de mortalidad entre P1y P2.



Para P1 (10 minutos postfertilizacién), el porcentaje de mortalidad es
similar a los 5, 10 y 15 minutos de duracion del shock y corresponde a 24,3%,
31% vy 34,1 % respectivamente. Para P2 (20 minutos), la mortalidad es mayor a
los 5, 10 y 15 minutos de duracion (24,1%, 35% y 41,4% respectivamente).
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Figura 3.19 Interaccion DP a 28°C evaluada sobre el porcentaje de mortalidad
de las ovas fertilizadas de trucha arco iris luego del choque térmico.
CENIAC-Papallacta, 2008

*D= Duracion de choque

El analisis de varianza para la mortalidad de ovas fertilizadas luego de
aplicar los choques térmicos, indica que existe diferencias altamente
significativas al p<0,01 para todas las fuentes de variacién en tratamientos e
interacciones. El grupo control y las repeticiones fueron no significativas al
p>0,05. (Tabla 3.5).



Tabla 3.5 Analisis de Varianza para la mortalidad de ovas fertilizadas de trucha
CENIAC-Papallacta, 2008

arco iris al evaluar el efectode T, Py D.

TABLA Significancia
FV GL SC CM Fcal 5% 1% 5% 1%
TOTAL 38 | 664,32
TRATAM 12 | 614,35 51,2 26,24 | 2,18 | 3,03 * **
T 1 24492 | 244,92 | 12553 | 4,26 | 7,82 * **
D 2 99,55 49,77 25,51 34 | 561 * **
P 1 77,73 77,73 39,84 | 4,26 | 7,82 * **
TD 2 5,18 2,59 1,33 3,4 | 561 * **
TP 1 26,18 26,18 13,42 | 4,26 | 7,82 * **
DP 2 34,18 17,09 8,76 3,4 | 561 * **
TDP 1 126,6 126,6 64,89 | 4,26 | 7,82 * **
ADC 1 0,26 0,26 0,13 4,26 | 7,82 * **
FvsADC 1 126,34 | 126,34 64,75 | 4,26 | 7,82 * **
REP 2 3,14 1,57 0,8 3.4 5,61 ns ns
ERROREXP 24 | 46,83 1,95
CV 18,38%

* = diferencia significativa
** = altamente significativo
ns = no significativo

El coeficiente de variacion para el analisis de la mortalidad de las ovas

fertilizadas de trucha arco iris al interactuar tres factores TDP es de 18,38%.

3.2.1 Rangos de significancia para las fuentes de variacidon

Al realizar la prueba de Tukey al 5% para las fuentes de variacion
(tratamientos, factores T, D y P e interacciones), se formaron tres rangos de

significancia, desde el mejor tratamiento hasta el mas deficiente.

La Tabla 3.6 muestra al mejor tratamiento, T13 (control), ubicado en
primer lugar por su baja mortalidad de las ovas, esto se debe a que no se
aplicé ningan choque térmico. El tratamiento T2 (26°C), también se incluye

dentro del mejor rango de significancia. El tratamiento T12 (28°C), fue el que



provocOé una mayor mortalidad, por lo que se encuentra ubicado en el Ultimo

rango de significancia.

Tabla 3.6 Rangos de significancia usando la prueba de Tukey al 5% para las

fuentes de variacion.

CENIAC-Papallacta, 2008

TRATAMIENTO xmedia RANGOS SIGNIFICANCIA

T13 1,5 A

T2 2,8 A

T1 2,97 A

T3 3,27 A

T4 3,4 A

T10 8,03

T7 8,1

T6 9,37

T5 10,2 C
T8 10,33 C
T9 11,37 C
T11 11,67 C
T12 13,8 C




3.3 Mortalidad de las ovas hasta eclosion

La Tabla 3.7 muestra la mortalidad de las ovas de trucha arco iris
durante todo el proceso de embrionamiento hasta su eclosion, los datos estan
expresados en porcentaje. Cabe destacar que estos resultados no reflejan la
accion de los factores temperatura, duracion de choque y tiempo
postfertilizacion para la triploidizacion. Son de gran ayuda para conocer el
porcentaje de ovas que no alcanzan la eclosion. De manera general el 48,57%

del total de ovas fertilizadas murieron durante el periodo embrional.

Tabla 3.7 Mortalidad expresada en % de ovas fertilizadas de trucha arco iris

hasta la eclosion por tratamiento. CENIAC-Papallacta, 2008
PROMEDIO
TRATAMIENTO [ I I TRATAMIENTO
T1 T1D1P1 42 46,3 49 45,77
T2 T1D2P1 50,3 53,7 61,7 55,23
T3 T1D3P1 50,4 58,2 58,9 55,83
T4 T1D1P2 65 75,6 74,5 71,70
75 T1D2P2 65,5 76,6 86,5 76,20
T6 T1D3P2 48,5 40,7 35,4 41,53
T7 T2D1P1 16,2 15,4 18,8 16,80
T8 T2D2P1 55,3 57,7 65,4 59,47
T9 T2D3P1 46,7 54,8 49,3 50,27
T10 | T2D1P2 24 20,8 19,7 21,50
T11 | T2D2P2 40,7 39,9 33,8 38,13
T12 | T2D3P2 30,9 41,4 38,9 37,07
T13 | TODOPO 64,8 65 56 61,93
PROMEDIO
REPETICION 46,18 49,70 49,84 48,57

El tratamiento T5 (T1D2P2) fue el que tuvo una mortalidad mayor
correspondiente a 76,20%, mientras que el tratamiento con menos mortalidad
fue T7 (T2D1P1) con 16,8%. El tratamiento control T13 cont6é un porcentaje de
ovas muertas de 61,93% (Figura 3.20).
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Figura 3.20 Porcentaje de mortalidad de ovas fertilizadas de trucha arco iris
hasta la eclosion. CENIAC- Papallacta, 2008

El analisis de varianza para la mortalidad de ovas fertilizadas hasta la
eclosion indica que entre tratamientos existe diferencias altamente

significativas al p<0,05y p<0,01 (Tabla 3.8).

Tabla 3.8 Analisis de Varianza para la mortalidad de ovas fertilizadas de trucha

arco iris al evaluar el efectode T, P y D. CENIAC-Papallacta, 2008
TABLA Significancia
FV GL SC CM Fcal 5% | 1% 5% 1%
TOTAL 38 | 11970,68
TRATAM | 12 | 1120952 934,13 | 34,53 | 2,18 | 3,03 * *k
REP 2 111,97 55,98 2,07 34 | 561 ns ns
ERROR
EXP 24 649,19 27,05
Y 10,71%

* = diferencia significativa
** = altamente significativo

ns = no significativo



El coeficiente de variacion para el andlisis de la mortalidad de las ovas

fertilizadas de trucha arco iris hasta la eclosion fue de 10,71%.

3.2.4 Rangos de significancia para los tratamientos

Al realizar la prueba de Tukey al 5% para los tratamientos, se formaron

cuatro rangos de significancia, desde el mejor tratamiento hasta el mas

deficiente.

La Tabla 3.9 muestra el mejor tratamiento T7 con un porcentaje de

mortalidad total de 16,8%, el tratamiento control T13 y el tratamiento T5 fueron

los que méas mortalidad tuvieron hasta la eclosion (61,93% y 76,205

respectivamente).

Tabla 3.9 Rangos de significancia usando la prueba de Tukey al 5% para cada

tratamiento.

CENIAC-Papallacta, 2008

TRATAMIENTO| xmedia RANGOS SIG.
T7 16,8
T10 215
T12 37,07 B
T11 38,13 B
T6 4153 B
T1 45,77 C
T9 50,27 C
T2 55,23 C
T3 55,83 C
T8 59,47 D
T13 61,93 D
T4 71,7 D
T5 76,2 D

3.4 Supervivencia de alevines

La tabla 3.10 indica la supervivencia total de los alevines de trucha arco

iris inducidas a triploidia. Se destaca que la supervivencia mas alta la tuvo el

tratamiento T7 (70,9%), mientras que la mas baja correspondi6 al tratamiento

T5 (20,07%).



Tabla 3.10 Supervivencia de alevines de trucha arco iris por cada tratamiento.
CENIAC-Papallacta, 2008
Hda. El Prado IASA- Sangolqui, 2008

TRATAMIENTO SUPERVIVENCIA (%) DS CV (%)
T1 47,47 10,41 15,38
T2 35,80 10,50 11,71
T3 26,27 28,58 15,97
T4 23,40 5,29 10,80
T5 20,07 3,06 8,18
T6 52,17 7,81 12,40
T7 70,90 10,00 8,13
T8 26,07 16,62 11,49
T9 37,90 12,74 10,77
T10 61,80 16,46 9,86
T11 46,23 17,79 11,38
T12 52,37 10,69 10,12
T13 32,47 5,29 9,45

DS = Desviacion estandar

CV= Coeficiente de variacion

3.5 Medicion del volumen del nucleo del eritrocito y porcentaje de

triploidia

Para conocer el éxito de los tratamientos y comprobar la triploidizacion
de las truchas arco iris se realiz6 la medicion del diametro y volumen del nucleo
del eritrocito. Los nucleos de los eritrocitos de Oncorhynchus mykiss son de
forma esferoide por lo tanto presenta un diametro mayor y un diametro menor.
Luego de realizar la tincion del frotis sanguineo, los nucleos se tifien de color
violeta intenso y estan ubicados en el centro de cada eritrocito o glébulo rojo.
Existe una diferencia notoria de su tamafio entre individuos diploides y
triploides ya que en estos ultimos al tener una carga genética adicional
aumenta la cantidad de ADN nuclear proporcionando una medida cualitativa

para la determinacién de triploidia.

Las Figuras 3.21 y 3.22 muestran los nudcleos de los eritrocitos de

trucha arco iris diploide, es decir con una carga genética 2n, por lo que



alcanzaron un diametro mayor de 5 a 6 um, un didmetro menor de 2 a 3,25 pm
y un volumen nuclear calculado de 186,28 a 255,95um?®.

Figura 3.21 Nucleo del eritrocito de trucha arco iris diploide. Diametro mayor.
Hda. El Prado IASA- Sangolqui, 2008

Figura 3.22 Nucleo del eritrocito de trucha arco iris diploide. Didmetro menor.
Hda. El Prado IASA- Sangolqui, 2008



Los nucleos eritrocitarios de las truchas triploides presentan un
diametro mayor de 8 a 10 pm, un didametro menor de 3 a 3,75 pm y un

volumen nuclear calculado de 370,18 a 422,24 um® (Figuras 3.23, 3.24).

Figura 3.23 Nucleo del eritrocito de trucha arco iris triploide. Diametro mayor
Hda. El Prado IASA- Sangolqui, 2008

Figura 3.24 Nucleo del eritrocito de trucha arco iris triploide. Diametro menor
Hda. El Prado IASA- Sangolqui, 2008



La Figura 3.25 muestra un frotis sanguineo realizado a una trucha
diploide perteneciente al tratamiento control, los glébulos rojos son pequefios y
sus nucleos que llevan una carga genética 2n se muestran ligeramente

alargados.

Figura 3.25 Campo ocular tomado con el lente de 100X de los eritrocitos de
trucha arco iris diploide del tratamiento control T13.
Hda. El Prado IASA- Sangolqui, 2008

En la Figura 3.26 se observa el frotis sanguineo realizado a una trucha
triploide perteneciente al T8, los globulos rojos son grandes y de esta misma

forma sus nucleos que se encuentran mas elongados y fusiformes.

Figura 3.26 Campo ocular tomado con el lente de 100X de los eritrocitos de
trucha arco iris triploide del tratamiento T8.
Hda. El Prado IASA- Sangolqui, 2008



En la Tabla 3.11 se observan las medidas del diametro nuclear de los
eritrocitos de truchas consideradas diploides en cada tratamiento, se tomo del
eje mayor y del eje menor y se expresaron en micras (um). Para el didmetro
menor las mediciones estuvieron entre 2 um hasta 3,25 yum, y para el mayor
de 5 um a 6 pum. El volumen nuclear va desde 186,28 pm?® +7,69 um® a 255,95
pum® +24,65 pm°. En el tratamiento T8 no constan estos datos debido a que
ningun espécimen fue considerado diploide.

Los coeficientes de variacion se consideran aceptables (4,12% - 22,31%).

Tabla 3.11 Medicion del didmetro mayor y menor de los ndcleos de los
eritrocitos de truchas diploides y su volumen nuclear, para cada uno de los
tratamientos de triploidizacion.

Hda. El Prado IASA- Sangolqui, 2008

DIPLOIDES
DIAMETRO (um) VOLUMEN

TRATAMIENTO |EJE MAYOR | EJE MENOR|  (um®) DS CV (%)
T1 5,25 2,50 212,11 46,02 21,70
T2 5,00 3,25 223,71 11,06 5,00
T3 5,50 3,00 209,81 24,75 11,80
T4 5,00 2,75 205,71 28,28 13,74
T5 5,00 2,50 192,73 43,00 22,31
T6 5,00 2,75 198,26 36,38 18,34
T7 6,00 2,75 204,55 20,37 10,00
T8 - - - - -
T9 5,00 3,00 221,37 29,01 13,10
T10 4,50 3,25 255,95 24,65 9,63
T11 5,50 2,75 190,02 16,61 8,74
T12 5,50 3,00 214,63 36,68 17,09
T13 5,00 2,50 186,28 7,69 4,12

DS = Desviacién estandar

CV= Coeficiente de variacion



En la Tabla 3.12 constan las medidas del didmetro nuclear de los
eritrocitos de truchas triploides para cada tratamiento, se tomé del eje mayor y
del eje menor y se expresaron en micras (um), para el diametro menor las
mediciones estuvieron entre 3 um hasta 3,75 um, y para el mayor de 8 um a
10 pm. El volumen calculado va desde 370,18 um?® +57,02 um® a 422,24 pm®
+66,18 um®.

En los tratamientos T1 y T4 no constan los datos debido a que ningun
espécimen fue considerado triploide. Como era de esperarse el tratamiento
control no presentd ningun alevin de trucha arco iris triploide. Los coeficientes

de variacion se consideran aceptables (1,81% -17,72%).

Tabla 3.12 Medicion del diametro mayor y menor de los nucleos de los
eritrocitos de truchas triploides y su volumen nuclear, para cada uno de los
tratamientos de triploidizacion.

Hda. El Prado IASA- Sangolqui, 2008

TRIPLOIDES
DIAMETRO (um)
EJE EJE VOLUMEN
TRATAMIENTO| MAYOR | MENOR (um®) DS CV (%)

T1 - - - - -
T2 9,25 3,75 393,71 7,14 1,81
T3 9,00 3,25 380,14 20,32 5,40
T4 - - - - -
T5 8,75 3,25 370,18 57,02 15,40
T6 9,00 3,25 379,52 43,44 11,45
T7 9,25 3,00 404,68 38,75 9,57
T8 9,75 3,75 375,42 66,53 17,72
T9 10,00 3,00 378,60 56,71 15,00
T10 8,00 3,30 384,40 -
T11 9,00 3,75 422,24 66,18 15,67
T12 9,25 3,50 376,16 58,31 15,50
T13 - - - - -

DS = Desviacion estandar

CV= Coeficiente de variacion




En las placas de frotis sanguineos de Oncorhynchus mykiss triploides
se encontraron algunos eritrocitos que presentaron una anormal segmentacion
de los nucleos (Figura 3.27), ésta divisidn se aprecia como una constriccion en
la mitad del nucleo, esto concuerda con lo demostrado por Wlasow (2004)
quien describi6 estas alteraciones en peces triploides especialmente en

Salvelinus fontinalis.

Figura 3.27 Campo ocular tomado con el lente de 100X de los eritrocitos de
trucha arco iris triploide con nucleos segmentados (flechas negras).
Hda. El Prado IASA- Sangolqui, 2008

La Figura 3.28 muestra claramente la segmentacion nuclear de los
eritrocitos de trucha arco iris triploide, la constriccion del nucleo es tal que se

empieza a dividir en partes iguales.

Figura 3.28 Ampliacion de los eritrocitos de trucha arco iris triploide con nucleos
segmentados (flechas negras)
Hda. El Prado IASA- Sangolqui, 2008



Los eritrocitos de las truchas arco iris triploides no presentan ninguna

segmentacion nuclear, todos sus contornos estan bien definidos (Figura 3.29).

Figura 3.29 Campo ocular tomado con el lente de 100X de los eritrocitos de
trucha arco iris diploide con nucleos normales.
Hda. El Prado IASA- Sangolqui, 2008

Los eritrocitos de trucha arco iris triploide con ndcleos segmentados se
encontraron en todas las placas de frotis sanguineos de los tratamientos en

donde se encontraron peces triploides (Figura 3.30).

Figura 3.30 Campo ocular tomado con el lente de 100X de los eritrocitos de
trucha arco iris triploide con nacleos segmentados.
Hda. El Prado IASA- Sangolqui, 2008



La Tabla 3.13 indica los porcentajes de triploidia de cada uno de los
tratamientos, se observa que al aplicar choques térmicos de 26°C y 5 minutos
de duracién no se presentd ningun efecto puesto que no se obtuvo ningun
individuo triploide (0%). A los 10 y 15 minutos de duracion de choque a 26°C
los porcentajes de triploidia fueron menores del 33%. EI mejor tratamiento
donde se obtuvo el 100% de triploidia fue el choque con 28°C durante 10
minutos y 10 minutos posfertilizacion. A los 10 y 15 minutos de duracion de
choque a 28°C los porcentajes de triploidia fueron menores del 50%(Figura
3.31).

Tabla 3.13 Numero y porcentaje de individuos diploides y triploides por
tratamiento obtenidos mediante la medicién del volumen nuclear eritrocitario.
Hda. El Prado IASA- Sangolqui ,2008

DIPLOIDES TRIPLOIDES
NUMERO
DE
Numero Numero
TRATAMIENTO | MUESTRA | individuos % individuos %
T1 12 12 100 0 0
T2 12 8 66,7 4 33,3
T3 12 9 75 3 25
T4 12 12 100 0 0
T5 12 10 83,3 2 16,7
T6 12 9 75 3 25
T7 12 10 83,3 2 16,7
T8 12 0 0 12 100
T9 12 3 25 9 75
T10 12 11 91,7 1 8,3
T11 12 6 50 6 50
T12 12 7 58,3 5 41,7
T13 12 12 100 0 0
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Figura 3.31 Porcentaje de triploidia para cada tratamiento.
Hda. El Prado IASA- Sangolqui, 2008

3.6 Medicion de parametros morfométricos

3.6.1 Pesaje de truchas arco iris

En la Tabla 3.14 se detallan todos los pesos expresados en gramos de
las truchas arco iris inducidas a triploidia mediante choques térmicos durante 5
meses iniciando a partir de ovas fecundadas hasta cuatro meses posteclosion.
Al revisar los coeficientes de variacion en cada uno de los pesajes los
resultados son satisfactorios para un trabajo de campo, puesto que los
porcentajes se encuentran entre 9,01% hasta 18,48%, encontrandose dentro
de los parametros normales (20%). Esto demuestra que existié un buen manejo

al efectuar los pesajes de las truchas.



Tabla 3.14 Pesaje (g) de las truchas arco iris inducidas a triploidia iniciando
desde ovas fecundadas hasta 4 meses posteclosion.
CENIAC-Papallacta, 2008
Hda. El Prado IASA- Sangolqui ,2008

MES | MES | MES | MES | MES | MES |MES |MES |MES |MES |MES
OVAS 1 1 2 2 2 3 3 4 4 4 5

T1,| 008 | 009|016 |023)]|035)|048 062|077 | 150 | 2,70 | 3,80 | 5,20
T2 | 008 | 0,09 |0,15|0,23]|033)|048 | 068|075 |146 | 252 | 3,48 | 5,50
T3 | 0,08 | 0,09 0,15 | 0,22 | 0,34 | 0,47 | 064 | 0,74 | 1,90 | 2,60 | 3,71 | 5,12
T4 | 0,07 | 0,05|0,09]|0,17 | 022 | 0,26 | 0,39 | 0,46 | 1,02 | 1,40 | 2,50 | 3,50
T5| 0,06 | 0,06 | 0,08 | 0,16 | 0,21 | 0,30 | 0,34 | 0,44 | 0,97 | 1,60 | 2,19 | 3,07
T6 | 0,08 | 0,09 |0,15| 0,21 | 0,33 | 0,36 | 0,52 | 0,61 | 1,50 | 2,50 | 4,25 | 5,60
T7 | 008 | 009|016 |022 ]| 033|037 )|053)|058] 122|190 | 267 | 5,00
T8 | 0,08 | 0,09 |0,26 | 0,23 | 0,35 | 0,45 | 0,54 | 0,77 | 1,32 | 2,50 | 3,90 | 5,68
T9| 0,08 | 0,08 |0,15| 0,23 | 035|038 | 062 | 0,66 | 1,27 | 2,40 | 3,93 | 5,30
T10, 0,07 | 0,07 | 0,26 | 0,23 | 0,34 | 0,38 | 0,58 | 0,81 | 1,32 | 2,50 | 3,25 | 4,90
T11| 0,08 | 0,08 | 0,16 | 0,22 | 0,34 | 0,45 | 0,52 | 0,78 | 1,38 | 2,50 | 3,71 | 5,00
T1i2,| 0,08 | 0,09 | 0,15 | 0,23 | 0,34 | 0,47 | 0,58 | 0,77 | 1,40 | 2,40 | 3,33 | 4,40
T13| 0,08 | 0,08 | 0,24 | 0,23 | 0,33 | 0,40 | 0,52 | 0,72 | 1,25 | 2,10 | 3,10 | 4,12

DS| 0,01 | 0,01 | 0,03 | 0,02 | 0,05 | 0,07 | 0,09 | 0,22 | 0,23 | 0,41 | 0,61 | 0,81
Cv
(%) ] 9,01 |16,54|18,48|10,81|14,76|17,55(17,38|18,10|17,30|17,79]18,22| 16,81

En la Figura 3.32 se muestra la dispersion XY de los pesos de truchas
pertenecientes a cada tratamiento de triploidizacion. Se observa que las lineas
de pesajes se encuentran parejas. En las fases iniciales de crecimiento se
llegan a unir en muchos puntos. A medida que van incrementando su masa
muscular, las diferencias se hacen mas notorias. T4 y T5 tienen los pesos mas
bajos de todos los tratamientos, entre los mas altos tenemos a T6 y T8. El

tratamiento control T13, también presenta un bajo pesaje.
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Figura 3.32 Dispersion de los datos de pesos de las truchas arco iris inducidas
a triploidia iniciando desde ovas fecundadas hasta 4 meses posteclosion.

CENIAC-Papallacta, 2008

Hda. El Prado IASA- Sangolqui, 2008

Para conocer la incidencia de la condicion triploide en los pesos de
trucha arco iris, se analizé el mejor tratamiento donde se obtuvo el 100% de
ejemplares triploides frente al control diploide T13. Se realizé la prueba de t
student (0,38) siendo estadisticamente no significativo (p>0,05 y p>0,01) (Tabla
3.15). Esto demuestra que los pesos son similares, pero en la Figura 3.33 se
observa la dispersion de los pesos de T8 y T13 y se aprecia claramente que el

tratamiento T8 tiene un pesaje mucho mayor que el grupo control.



Tabla 3.15 Prueba de t student al 1% y 5%, para los pesos de las truchas arco
iris de los tratamientos T8 100% triploides, y T13 que representa el control
diploide. CENIAC-Papallacta, 2008

Hda. El Prado IASA- Sangolqui ,2008

T8 T13
TRATAMIENTO TRIPLOIDE CONTROL DIPLOIDE
0,08 0,076
0,09 0,08
0,16 0,14
0,23 0,23
0,35 0,33
0,45 0,4
0,54 0,52
0,77 0,72
1,32 1,25
2,5 2,1
3,9 3,1
5,68 4,12
t student = 0,38™
5% 1,71
1% 2,5

Pesaje de truchas triploides (T8) vs truchas diploides control (T13)
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Figura 3.33 Dispersion de los datos de pesos de las truchas arco iris de los
tratamientos T8 (100% triploides) frente a T13 (diploide).

CENIAC-Papallacta, 2008

Hda. El Prado IASA- Sangolqui, 2008



3.6.2 Longitud total de las truchas arco iris

En la Tabla 3.16 se detallan las longitudes totales tomadas desde la
region cefalica hasta la region caudal, expresados en centimetros. El periodo
de medicién fue de 5 meses posteclosion. Al revisar los coeficientes de
variacioén los resultados son satisfactorios (4,55% - 12,58%).

Tabla 3.16 Longitud total (cm.) de las truchas arco iris inducidas a triploidia
iniciando desde ovas fecundadas hasta 4 meses posteclosion.

CENIAC-Papallacta, 2008

Hda. El Prado IASA- Sangolqui ,2008

ALEVIN
CON
SACO
VITELINO MES 1 MES 1 MES 2 MES 3 MES 4 MES 5

T1 1,71 2,44 2,82 3,05 4,12 5,88 7,4
T2 1,62 2,37 2,84 3,1 4,33 5,75 6,8
T3 1,48 2,33 2,7 3,1 4,18 6,0 7,0
T4 1,25 1,95 2,2 2,55 3,9 5,25 6,5
T5 1,21 1,48 2,15 2,4 3,88 5,15 6,9
T6 1,49 2,45 2,68 2,9 4,15 55 7,0
T7 1,75 2,42 2,75 3,0 4,22 534 7,3
T8 1,61 2,51 2,8 3,15 4,52 6,2 7,8
T9 15 2,55 2,8 3,05 4,21 577 7,1
T10 1,47 2,5 2,73 3,0 4,18 575 7,8
T11 1,44 2,39 2,71 3,18 4,0 5,25 6,8
T12 1,3 2,4 2,8 3,15 4,15 5,46 7,4
T13 1,35 2,38 2,66 3,0 3,85 5,12 6,5
DS 0,17 0,29 0,22 0,24 0,19 0,35 0,42
CV(%) 11,40 12,58 8,43 7,92 4,55 6,21 5,98

En la Figura 3.34 se muestra la dispersién XY de las longitudes de las
truchas de cada tratamiento de triploidizacion. Se observa que las lineas de
longitudes se encuentran parejas y se llegan a unir en muchos puntos. T4y T5
tienen las longitudes mas bajas. Entre los valores mas altos se encuentra T8.

El control T13, tiene una medicién de longitud promedio (Figura 3.33).
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Hda. El Prado IASA- Sangolqui, 2008

Para conocer la incidencia de la condicion triploide en la longitud de
trucha arco iris, se analizé el mejor tratamiento donde se obtuvo el 100% de
ejemplares triploides frente al tratamiento control diploide T13. Se realiz6 la
prueba de t student obteniéndose un valor de 0,49, siendo estadisticamente no
significativo al p>0,05 y p>0,01 (Tabla 3.17). Esto demuestra que las longitudes
no presentan mayores diferencias estadisticas, pero en la Figura 3.35 se
observa la dispersion de las longitudes de T8 y T13 y se aprecia claramente
gue el tratamiento T8 tiene una longitud mayor que el grupo control a lo largo

de todo el proceso.



Tabla 3.17 Prueba de t student al 1% y 5%, para las longitudes totales de las

truchas arco iris de los tratamientos T8 100% triploides, y T13 que representa
el control diploide.

CENIAC-Papallacta, 2008

Hda. El Prado IASA- Sangolqui ,2008

T8
TRATAMIENTO T13
TRIPLOIDE CONTROL DIPLOIDE
1,61 1,35
2,51 2,38
2,8 2,66
3,15 3
4,52 3,85
6,2 5,12
7,8 6,5
t student = 0,497"™
5% 1,78
1% 2,68
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Figura 3.35 Dispersion de los datos de longitudes de las truchas arco iris de los
tratamientos T8 (100% triploides) frente a T13 (diploide).

CENIAC-Papallacta, 2008

Hda. El Prado IASA- Sangolqui, 2008



3.7 Conversion alimenticia y Eficiencia del alimento

En la Tabla 3.18 constan los Factores de Conversion Alimenticia para
trucha arco iris, sometidas a los tratamientos de induccion de triploidia
mediante la aplicacién de choques térmicos. Los tratamientos que tuvieron una
mejor conversion alimenticia son T8 (28°C, durante 10 minutos y 10 minutos de
postfertilizacion) y T9 (28°C, durante 15 minutos y 10 minutos de
postfertilizacion) con un factor de conversion de 1,25 y 1,30 respectivamente.
De manera general el promedio de la conversion alimenticia de todos los
tratamientos fue de 1.48. Cabe destacar que mientras el factor de conversién
esté mas cercano al 1 el aprovechamiento del alimento es mejor, puesto que la

eficiencia del alimento sera del 100%.

Tabla 3. 18 Factor de Conversion Alimenticia al evaluar cada tratamiento de
triploidizacion.
Hda. El Prado IASA- Sangolqui, 2008

PROMEDIO
TRATAMIENTO | I Il TRATAMIENTO

T1D1P1 1,12 1,54 1,65 1,44
T1D2P1 1,34 1,45 1,47 1,42
T1D3P1 1,42 1,15 1,64 1,40
T1D1P2 1,72 1,60 1,62 1,65
T1D2P2 1,63 1,66 1,68 1,66
T1D3P2 1,56 1,50 1,65 1,57
T2D1P1 1,52 1,54 1,46 1,51
T2D2P1 1,25 1,27 1,24 1,25
T2D3P1 1,28 1,35 1,26 1,30
T2D1P2 1,58 1,67 1,42 1,56
T2D2P2 1,40 1,48 1,44 1,44
T2D3P2 1,37 1,54 1,42 1,44
TODOPO 1,60 1,54 1,58 1,57

PROMEDIO

REPETICION 1,44 1,48 1,50 1,48




En la Figura 3.36 se aprecia que los tratamientos donde se aplicaron
temperaturas de 26°C tienen los factores de conversion mas altos que van
desde 1,44 hasta 1,66; mientras que los tratamientos a 28°C tienen factores
ligeramente menores que van desde 1,25 hasta 1,57. El tratamiento control
(T13) presento un factor de conversion del 1,57.

Conversion Alimenticia de trucha arco iris para cada
tratamiento de triploidizacién
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Figura 3.36 Factor de conversion alimenticia de trucha arco iris para cada
tratamiento de triploidizacion.
Hda. El Prado IASA- Sangolqui, 2008

La eficiencia del alimento esta expresada en porcentaje y es
inversamente proporcional al factor de conversion alimenticia, mientras mas
alto sea este valor el porcentaje serd menor; asi tenemos que el mejor
tratamiento fue T8 con 80,13%, seguido del T9 con 77,13%. La eficiencia del
alimento mas baja correspondio a T5 con 60,19%. El tratamiento control obtuvo
un 63,53% (Tabla 3.19). De forma general, todos los porcentajes se encuentran
entre los rangos establecidos de una correcta asimilacién del alimento que esta
entre 60-80% (Imaki, 2003).



Tabla 3.19 Factor de Conversién Alimenticia y Eficiencia del alimento en trucha
arco iris sometidas a tratamientos para la induccion de triploidia
Hda. El Prado IASA- Sangolqui, 2008

Factor de Conversion Eficiencia del

TRATAMIENTO Alimenticia Alimento (%)
T1 1,44 69,28
T2 1,42 70,22
T3 1,4 71,41
T4 1,65 60,61
T5 1,66 60,19
T6 1,57 63,83
T7 1,51 66,02
T8 1,25 80,13
T9 1,3 77,13
T10 1,56 64,05
T11 1,44 69,45
T12 1,44 69,32
T13 1,57 63,53

El analisis de varianza para la conversion alimenticia de trucha arco iris

fue altamente significativa al p<0,05 y p<0,01. (Tabla 3.20).

Tabla 3.20 Analisis de Varianza para el factor de conversion alimenticia de
trucha arco iris.
Hda. El Prado IASA- Sangolqui, 2008

FV GL SC CM Fcal TABLA Significancia
TOTAL 38 0,91 5% 1% 5% 1%
TRATAM 12 0,55 0,05 3,15 2,18 3,03 * *
REP 2 0,02 0,01 0,77 3,4 5,61 ns
ERROREXP 24 0,35 0,014
CV 0,63%

* = diferencia significativa
** = altamente significativo

ns = no significativo



El coeficiente de variacion para la conversion alimenticia de las truchas

arco iris es de 0,63%.

3.7.4 Rangos de significancia para las fuentes de variacién

Al realizar la prueba de Tukey al 5% para los tratamientos, se formaron

cuatro rangos de significancia, desde el mejor tratamiento hasta el mas

deficiente.

La Tabla 3.21 muestra al mejor tratamiento, T8 (100% triploide),

ubicado en primer lugar por su mejor eficiencia del alimento. T5 se ubic6 en

altimo lugar asi como también T13 (control)

Tabla 3.21 Rangos de significancia usando la prueba de Tukey al 5% para las

fuentes de variacion.

Hda. El Prado IASA- Sangolqui, 2008

TRATAMIENTO xmedia RANGOS SIGNIFICANCIA
T8 1,25 A
T9 1,3 A
T3 1,4 B
T2 1,42 B
T1 1,44 B
T11 1,44 B
T12 1,44 B
T7 1,51 C
T10 1,56 C
T6 1,57 C
T13 1,57 C
T4 1,65 D
T5 1,66 D

V. DISCUSION




Las ovas o gametos femeninos de trucha arco iris utilizadas en este
trabajo coinciden con las medidas morfométricas referidas por Imaki (2003),
donde menciona que de manera general las ovas poseen un diametro de 4 a 6
mm. y un peso de 0,06 a 0,07 g. Es importante destacar que las ovas de
Oncorhynchus mykiss presentan caracteristicas similares a  Merluccius
australis, en cuanto a la morfologia, debido a que su forma es esférica, con un
corion liso y en su interior una gota oleosa de color anaranjado (Bustos et al.,
2005).

El analisis embriogénico de trucha arco iris permiti6 determinar los
diferentes estadios en su desarrollo embrional. El resultado a partir de la unién
de los gametos es el huevo fertilizado que empieza a segmentarse para dar
lugar a la formacion de la mérula, blastula, gastrula, neurula, hasta llegar a la
eclosion en 40 dias. Se genera un alevin provisto de un saco vitelino que sera
su reserva alimenticia inicial. Esto se puede comparar con el resultado obtenido
por Bustos et al., (2005), donde se realiz6 un analisis del desarrollo de los
huevos de merluza del sur, Merluccius australis, en donde se describi6 el paso
por las etapas de primera, segunda, tercera y cuarta division, mérula temprana,
moérula tardia, blastula, gastrula hasta la eclosién en un periodo de 7 dias,
considerandose este tiempo embrional sumamente rapido en relacion al

necesitado por trucha arco iris.

El tiempo de incubacion de las ovas, es inversamente proporcional a la
temperatura media del agua, en este trabajo la fase de ojos visibles o
embrionamiento se lleg6 a los 23 dias postfecundacion y la eclosiéon a los 40
dias con una temperatura del agua de 8°C. Estos resultados estan en
concordancia con lo descrito por Yesaki (1958), quien establecio estandares de
temperatura para la oculacién y eclosion. Esto se produce a los 21 dias y 42

dias respectivamente.

La acumulacién de temperatura es conocida como la cantidad de
temperatura que requiere un ser viviente para su desarrollo en un periodo

determinado, las ovas utilizadas en la investigacion, necesitaron una



acumulaciéon de 320°C desde su fecundacion hasta su eclosién, es decir que
se requiri6 esa cantidad de temperatura para completar su desarrollo
embrionario. Shepherd et al, (1999) determin6 que para especies como la
trucha, la acumulacién de temperatura promedio a 10°C es de 300 a 320
grados dia. Aliah et al., (1990), reafirma este resultado, suponiendo que se
necesita 32 dias desde la fecundacién hasta la eclosion, con una temperatura

media de 10 °C, la acumulaciéon de temperatura en este caso es de 320 °C.

Para inducir triploidia, el método utilizado fue la aplicacion del choque
térmico a altas temperaturas de ovas recién fecundadas. Pineda et al., (2003),
cita éstos choques termostaticos como uno de los procedimientos de
manipulacion cromosoémica con mejores resultados y de costo relativamente

bajo.

De acuerdo con otras fuentes entre ellas Khan et al., (2000), y Lincoln
et al., (1974) los tratamientos fisicos de los gametos han permitido
satisfactoriamente la produccién de peces poliploides, convirtiéndose en una

importante herramienta comercial para la industria de la acuacultura mundial.

Los choques térmicos para la induccion de triploidia varia en cada
especie, asi por ejemplo para la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), el
rango de tolerancia va de 26°C hasta 30°C (Thorgaard, 1981); para la perca de
rio (Perca fluviatilis), los choques van desde 28°C hasta 36°C (Rougeot et al.,
2003); y para jundia (Rhamdia quelen) la temperatura Optima es de 36°C
(Shireman, 1984; Vozzi et al, 2003).

El primer resultado cuantificable lo hemos expresado como la mortalidad
de las ovas fecundadas luego de la aplicacion de los choques térmicos a 26°C
y 28°C, con una duracién de 5,10 y15 minutos a los 10 y 20 minutos de haber
iniciado la fecundacion. La mortalidad fue significativamente mayor con la
temperatura de 28°C. Esto se corrobora con lo sefialado por Blanco 1995,
quien afirma que a temperaturas mayores la mortalidad es alta, (supervivencia

baja) y a temperaturas menores la mortalidad desciende. En un trabajo



realizado por Thorgaard, 1981, al aplicar los choques a 31°C en trucha arco
iris, la mortalidad fue del 100%.

La mortalidad de las ovas hasta la eclosién, de manera general, se
acerc6 al 50%, considerandose un valor aceptable ya que durante el periodo
embrionario las ovas son extremadamente sensibles a cualquier cambio en las
condiciones del agua. Sin embargo, Imaki (2003) afirma que existe un 20% de
mortalidad entre el paso del estado de ovas fecundadas a eclosionadas; pero
esto en la practica es dificil obtenerlo sobre todo cuando se manejan
cantidades grandes de huevos fecundados (Idrovo, Com. personal).

La temperatura de choque, afecta el resultado de triploidia. A
temperaturas mayores, el porcentaje de triploidia aumenta, aunque también
afecta el tiempo de duracion y el tiempo de inicio del choque. En el presente
trabajo se obtuvo el 100% de triploidia con choque de 28°C durante 10 minutos
y 10 postfertilizacion. En 1980, Chourrout presentd un estudio sobre la
induccion de triploidia en trucha arco iris por medio de la aplicacion de un
choque térmico de 27-30 °C por 10 minutos iniciandose este tratamiento
durante la primera hora de desarrollo postfertilizacion, los resultados que se

obtuvieron fueron satisfactorios (90-95% de peces triploides).

Una investigacion similar realizada por Valdebenito et al, (1996) obtuvo
un porcentaje de triploidizacion 90% del total de ovas tratadas, aplicando un
choque térmico de 28°C por 10 minutos a ovas recién fecundadas. Estos
resultados difieren con los obtenidos por Pérez et al., (1999), donde la triploidia
fue inducida mediante la aplicacion de choque térmico de 27°C por 13 minutos

luego de 11 minutos después de la fertilizacién lograndose un 46% de triploidia.

Thorgaard (2002), logré un alto porcentaje de triploides a 28+0.5°C con
un tiempo de duracion de tres minutos y un tiempo de inicio del choque de 8-10
minutos postfertilizacién. En un segundo ensayo, utilizd6 un choque de 31+0.5
°C, en este caso el porcentaje de triploidia fue del 100% a pesar que la
mortalidad aumenté. Se llegé a la conclusion que la temperatura de choque es

directamente proporcional al porcentaje de triploides e inversamente



proporcional a la supervivencia de los grupos tratados (Blanco, 1995),
confirmandose nuestro resultado final en cuanto a la mortalidad de las ovas

tratadas como el porcentaje de triploidia.

A pesar que se obtuvo un excelente resultado para la induccion de
triploidia (100%), esto solo se presenté en un solo tratamiento ya que en el
resto de ensayos experimentales la presencia de truchas triploides fue menor al
33% a los 26°C y a los 28°C menores al 75%. Estos resultados coinciden con
otros obtenidos en publicaciones anteriores, que manifiestan que los choques
térmicos resultan menos efectivos que los choques por presién para provocar
la retencion del segundo corpusculo polar (Lou et al, 1984; Lincoln, 1989;
Yamazaki et al, 1993).

Chourrout, 1984, recalco que la mayor efectividad de los choques de
presion en la induccion de triploidia pueda deberse a la menor duracion del

tratamiento y a la mayor uniformidad sobre los huevos.

La técnica utilizada para realizar el analisis de ploidia fue la medicion del
volumen nuclear eritrocitario, esto se fundamenta en el proceso propio de la
triploidizacion donde existe la adicion de un set extra de cromosomas por lo
tanto el ADN nuclear, l6gicamente, se ve aumentado generando como los
expreso Arai (2000), un crecimiento mayor del nucleo del eritrocito llamado

también glébulo rojo.

Cabe indicar que para el célculo del diametro y volumen nuclear se
utilizé la férmula del volumen nuclear eritrocitario estandarizada para esta

especie en particular y descrita por Bunge (1993).

Se debe destacar que existe una forma mas sencilla para realizar éste
analisis de ploidia utilizando el mismo principio del ADN nuclear y es mediante
un contador Coulter con canalizador (Coulter Instruments, Colorado, EE.UU),
el cual ofrece los resultados de una manera rapida y efectiva (Wattendorf,
1986), pero debido a la limitante que el pais no cuenta con este equipo la

medicién se realiz6 con un micrémetro incorporado al lente del microscopio



logrdndose con éxito determinar con un método simple pero exacto la
presencia de peces triploides, con la ventaja adicional ser una técnica que

combina precisidn y rentabilidad (Salinas, 2006).

Pérez, (1999), realiz6 la medicion del volumen nuclear eritrocitario
utilizando un contador Counter, el didmetro menor nuclear en los alevines
diploides fue de 3,6 £ 0.02 um, para nuestra experiencia el diametro fue de 2 a
3,25 um. El valor promedio del didmetro nuclear en los alevines triploides fue
de 4 + 0.03 um, y en este ensayo se obtuvo una medida de 3 a 3,75 pm.

Para la trucha de arroyo, Salvelinus fontinalis, los nucleos de los
eritrocitos de truchas triploides tuvieron un diametro de 8.2-10.6 um y para los
individuos diploides 5.9-8.5 ym (Woznicki, 2002).

En los eritrocitos de Oncorhynchus mykiss triploide, se observd una
alteracion a nivel nuclear que permite hacer una comparacion con un trabajo
realizado por Wlasow (2004) en Salvelinus fontinalis, donde al igual que en
nuestras placas, se observaron nucleos comprimidos en la mitad dando la
apariencia de la formacion de dos partes iguales, ésta inusual division, Benfey

(1999), Yokote (1982), lo describen como segmentacion nuclear.

En recientes investigaciones se ha llegado a establecer que el salmén
coho, Oncorhynchus kisutch, con los nucleos divididos, presentan una
deficiencia en acido félico debido a que su formacion depende de la replicacion

de ADN en los nucleos de los glébulos rojos (Smith, 1968).

Existen diferentes posiciones en cuanto a la influencia de la condicion
triploide en el crecimiento y peso de los animales inducidos, unos confirman
una superioridad de los peces triploides sobre los diploides (Habicht et al.,
1994), otros en cambio demuestran que no existe diferencias (Myers et al.,
1991, Carter et al., 1994), y en otros casos los pardmetros morfométricos son
inferiores en los individuos triploides (lhssen et al., 1991; Simon et al., 1993;
Galbreath et al., 1995).



El andlisis estadistico de los datos morfométricos de peso y
longitud de las truchas triploides y diploides, no arrojaron diferencias
significativas, pero se pudo apreciar graficamente que los datos son mayores
en los individuos triploides. Esto tiene una explicacion légica, en primer lugar
debido a que las ventajas de la triploidia se acentian durante la primera
maduracion sexual los resultados a esta altura no son definitivos y se deberia
realizar un pesaje en esta etapa (Thorgaard, 1986). Otra explicacién tiene que
ver con las diferencias genéticas entre las lineas utilizadas en el experimento
(Guo et al.; 1990; Myers, 1991).

Sin embargo, la eficiencia del alimento fue mayor (80%) para el
tratamiento 100% triploide en relacion al grupo diploide (64%), esto quiere
decir que la asimilacion del alimento es mucho mejor en el primer caso. Imaki

(2003), cita que la eficiencia debe estar entre el 60-85%.

V. CONCLUSIONES

¢ En el estudio gradual de la embriogénesis se demostré el paso de los
estadios de la ova fecundada: morula, 24 horas; blastula, 48 horas;
gastrula, 8 dias; neurula, 16 dias; embrién oculado, 23 dias y eclosién,
40 dias.

¢ La oculacién o inicio del estado embrionario ocurrié a los 23 dias a partir
de la fecundacion. La eclosion se produjo a los 40 dias que es el tiempo

adecuado para una temperatura del agua de 8°C.

¢ Las ovas necesitaron una acumulaciéon de temperatura de 320°C desde
su fecundacion hasta su eclosion, es decir que necesitd esa cantidad de

temperatura para completar su desarrollo embrionario.

¢ El tratamiento con mayor mortalidad luego de la aplicacion de los

choques térmicos correspondié al tratamiento T2D3P2 o T12 con 28°C,



15 minutos de duracion y 20 minutos postfertilizacién, su porcentaje fue
de 13,8%.

El tratamiento T1D1P1 o T1 presentd la mortalidad mas baja
correspondiente a 2,97%, el choque térmico que se aplico fue de 26°C, 5

minutos de duracion y 10 minutos postfertilizacion.

El tratamiento control debido a que no se aplicd ningin choque térmico

presentd una mortalidad de 1,5%.

El porcentaje de ovas muertas para 26°C es de 5,7% mientras que para
28°C es de 10,6% por lo que a mayor temperatura la mortalidad de las

ovas aumenta.

La mortalidad de las ovas fertilizadas es mayor conforme aumenta el
tiempo de duracion del choque. A los 5 minutos el porcentaje es de
5,6%, a los 10 minutos 9,2% y a lo 15 minutos 9,5%.

El tiempo postfertilizacion afecta directamente a la mortalidad de las
ovas fertilizadas. A los 20 minutos el porcentaje de mortalidad fue de
9,7% frente al 6,5% que corresponde a los 10 minutos de inicio del

choque.

Entre los factores temperatura, duracion de choque y tiempo de
postfertilizacion existieron diferencias altamente significativas (p<0,01),
asi como también entre tratamientos, interacciones TP, DP, TDP y para

la interaccion factoriales versus grupo control o adicional.

La mortalidad de las ovas fertilizadas al terminar el periodo embrional, es

decir antes de la eclosion corresponde a 48,57%.

La supervivencia total de los alevines de trucha arco iris inducidas a

triploidia al final del proyecto fue del 41%, destacandose el tratamiento



T7 con un porcentaje de supervivencia del 70,9%, mientras que la mas
baja correspondi6 al tratamiento T5 con una supervivencia de 20,07%.

El tratamiento més efectivo para la induccion de triploidia fue el choque
térmico a 28°C, 10 minutos de duracién y 10 minutos postfertilizacion
con un porcentaje de triploidizacion del 100%.

Los nucleos de los eritrocitos de trucha arco iris triploide tienen un
didmetro y volumen mayor con medidas de 7,5 a 10,5 um y 366,66 a
422,17 um® respectivamente; frente a los individuos diploides que
presentaron un diametro y un volumen de 5 a 6,5 umy 185,30 a 224,05

um? respectivamente.

Las placas del frotis sanguineo de trucha arco iris triploide presento una
segmentacion nuclear de los eritrocitos evidenciandose una constriccion
del nacleo que incluso lo divide en partes iguales, en el caso de las

truchas diploides esta alteracion no se observo.

Para el analisis de laboratorio, se encontré diferencias significativas,
mientras que para la fase de campo estadisticamente fue no

significativo, hasta el peso de los alevines de 5 g.

Los individuos triploides obtuvieron factores de conversion alimenticia
con indices mas bajos (1,25 y 1,30) y por lo tanto una mejor eficiencia
del alimento (80% y 77%), esto implica que su asimilacion del alimento

es mejor.

Los tratamientos que tuvieron una mejor conversién alimenticia son T8
(28°C, durante 10 minutos y 10 minutos de postfertilizacion) y T9 (28°C,
durante 15 minutos y 10 minutos de postfertilizacién) con un factor de

conversion de 1,25y 1,30 respectivamente.



¢ Los factores de conversion mas altos y por lo tanto una eficiencia del
alimento menor corresponden a los tratamientos donde se aplicaron
temperaturas de 26°C y van desde 1,44 hasta 1,66; mientras que los
tratamientos a 28°C tienen factores ligeramente menores que van desde
1,25 hasta 1,57.

VI. RECOMENDACIONES

¢ Se recomienda calibrar el equipo de bafio maria para aplicar los
choques térmicos, esto ayuda a mantener la temperatura adecuada

del agua durante todos los tratamientos.

¢ Se sugiere trabajar con truchas reproductoras sanas y fuertes para

gue soporten el estrés producido por el traslado y desove.

¢ Es importante mantener todas las condiciones aseépticas y de
bioseguridad durante todas las fases de fertilizacion, incubaciéon y
alevinaje para evitar algun tipo de contaminacion en especial la
presencia de hongos que causan enfermedades y en las etapas

iniciales la muerte.

¢ Se recomienda, en lo posible, adaptar a los alevines de trucha arco
iris a un horario de alimentacion fijo, esto a mas de mantener una
frecuencia adecuada, evita el desperdicio del alimento que provoca
la acumulacién de sedimentos que se descomponen en el fondo del

estanque.



Debido a la minima cantidad de sangre que poseen los alevines, es
aconsejable que su extraccion se realice mediante el corte caudal,
sin embargo se pierden todos los especimenes de muestra pues

mueren de inmediato.

Para los frotis sanguineos se recomienda utilizar placas
portaobjetos nuevas, esto favorecerd a un mejor extendido de la

sangre y la tincidn no se altera por la presencia de otros reactivos.

Se recomienda el seguimiento de los parametros morfométricos

hasta la etapa de madurez sexual.
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RESUMEN

La triploidizacion es una técnica de manipulacibn cromosdmica conseguida
artificialmente mediante la utilizacién de tratamientos fisicos o quimicos del évulo
recién activado por el espermatozoide. Estos choques van a ocasionar el
bloqueo de la segunda division meiotica (por retencion del segundo cuerpo
polar), formando un cigoto triploide con tres pares de cromosomas. En este
proyecto se indujo la triploidizacién en trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss)
mediante la estandarizacion del choque térmico. Se tomaron en cuenta tres
factores para la aplicacion de los tratamientos: temperatura (26°C, 28°C), tiempo
de duracién (5, 10, 15 min.) y tiempo de inicio postfertilizacién del choque
térmico (10, 20 min). Las unidades experimentales estuvieron representadas por
1000 ovas fecundadas para cada tratamiento, se utilizaron aproximadamente
3088 gramos de ovas obtenidas a partir de 10 hembras y fertilizadas con el
semen de 5 machos. La oculacion o inicio del estado embrionario ocurrio a los
23 dias a partir de la fecundacién y eclosionaron a los 40 dias a una temperatura
media de 8°C, 6.8 mg/l de oxigeno disuelto y pH 6.5. En el estudio gradual de la
embriogénesis se demostro el paso de los estadios de la ova fecundada: morula,
24 horas; blastula, 48 horas; gastrula, 8 dias; neurula, 16 dias; embrion oculado,
23 dias y eclosion, 40 dias. El andlisis de las interacciones de los factores
usados para el choque térmico demostro que existe una mayor mortalidad de las
ovas a una temperatura de 28°C, 10 - 15 minutos de duracion del choque y 20
minutos post fertilizacién. Los nudcleos de los eritrocitos de las trucha arco iris
triploides presentaron un didmetro y volumen de 7,5 a 10 umy 366,66 a 422,17
um?® respectivamente; mientras que para los individuos diploides de 5 a 6,5 pm'y
185,30 a 224,05 pm?>. El tratamiento mas efectivo para la induccion de triploidia
fue el choque térmico a 28°C, 10 minutos de duracion y 10 minutos

postfertilizacion con un porcentaje de triploidizacion del 100%.

Palabras claves: Oncorhynchus mykiss, triploidia, choque térmico, meiosis,

cromosoma, eritrocito.



ABSTRACT

The tryploidization is a technology of chromosomal manipulation obtained
artificially by means of the utilization of physical or chemical treatments of the
ovum newly activated by the sperm. These shocks are going to cause the
blockade of the second division meiotic (for retention of the second polar body),
forming a zygote tryploide with three couples of chromosomes, in this project
induced the tryploidization in the trout rainbow (Oncorhynchus mykiss) by
means of the standardization of the thermal shock, three factors were born in
mind for the application of the treatments: temperature (26°C, 28°C), time of
duration (5, 10, 15 min) and time of beginning postfertilization of the thermal
shock (10, 20 min). The experimental units are represented by 1000 eggs
fertilized for every treatment, approximately 3088 grams were in use of eggs
obtained from 10 females and fertilized with the sperm of 5 males. The
oculation or beginning of the embryonic condition happened to 23 days from the
fertilization and born to 40 days to an everage temperature of 8°C, 6.8 mg/l of
oxygen and pH 6.5. In the gradual study of the embriogenesis there was
demonstrated the step of the cycles of the fertilized egg: morula, 24 hours;
blastocyst, 48 hours; gastrula, 8 days; neurula, 16 days; embryon, 23 days and
,born 40 days. The analysis of the interactions of the factors used for the
thermal shock demonstrated that a major mortality of the eggs exists to a
temperature of 28°C, 10 - 15 minutes of duration of the shock and 20 minutes
post fertilization.

The erythrocytes nucleuses of the rainbow trout triploids presented a diameter
and volume from 7,5 to 10um and 366,66 to 422,17 um3 respectively; whereas
for the individuals diploids from 5 to 6,5 um and 185,30 to 224,05 um3. The
most effective treatment for the induction of triploid was the thermal shock to
28°C, 10 minutes of duration and 10 minutes postfertilization with a percentage

of triploidizacién of 100 %.

Key words: Oncorhynchus mykiss, tryploid, thermal shock, meiosis,

chromosome, eggs
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Anexo 3
Preparacion y lavado con OSVAN (cloruro de belzankoniun) de las canastillas

de incubacién por parte del Lic. Jaime Idrovo y la autora.

Anexo 4
Equipo de bafio maria ADVANTEC LD-270 WATER BATH para la induccion de
triploidia por aplicacion de los choques térmicos




Anexo 5

Seleccion de los reproductores de trucha arco iris para comprobar la madurez

sexual y ser utilizados para la tesis de grado.

Anexo 6

Desove de truchas arco iris utilizando el soporte de extraccion de ovas




Anexo 7

Observacion de la motilidad de los espermatozoides de las truchas para

garantizar la fecundacion artificial.

Anexo 8
Aplicacion de los choques térmicos a las ovas fecundadas por bafio

termostatico.




Anexo 9
Eliminacién de ovas muertas en cada una de las incubadoras previamente

etiquetadas para obtener la mortalidad tras los choques térmicos.

Anexo 10
Toma de muestras para estudio gradual de la embriogénesis para conocer los
diferentes estadios de la ova fecundada y el tiempo en el que ocurre cada

cambio




Anexo 11

Traslado de las ovas fecundadas hasta el Laboratorio de Biotecnologia para su

posterior eclosion.

Anexo 12

Pesaje de alevines con saco vitelino




Anexo 13
Alevines deformes debidos a la alta consaguinidad de las truchas

reproductoras. Deformidades de la region caudal y ausencia de I6bulos

oculares.

Anexo 14

Aparicion de alevines siameses que comparten el mismo saco vitelino




Anexo 15

Eliminacién de sedimentos en cada unas de las tinas de alevinaje para evitar la

proliferacion de hongos.

Anexo 16
Estudio del comportamiento y reflejos de los alevines para comprobar su

vivacidad y energia.




Anexo 17
Traslado de los alevines desde el CENIAC-P hasta el IASA | (Pailones)

para seguir con la segunda etapa de la investigacion.

Anexo 18

Depdsito de los alevines en cada estanque de Pailones

=




Anexo 19
Placas de frotis sanguineo de las truchas arco iris sometidas a

triploidizacion para realizar la medicion del volumen nuclear eritrocitario.

Anexo 20

Alimento balanceado para truchas de la linea BIOMIX




Anexo 21
Realizacion de analisis bromatoldgico del alimento BIOMIX en el
Laboratorio de Nutricién del CENIAC-P

Resultados del analisis bromatolégico del alimento balanceado

Anexo 22

Informacion de la etiqueta del alimento balanceado

ALIMENTO N° 1
PELLET GRANULADO
Proteina min. 50%
Grasa min. 10%
Fibra max. 1%

Ingredientes: Harina de pescado, aceites
marinos, harinas vegetales, premezclas
vitaminicas y minerales, antioxidantes,
antimicoticos.




Anexo 23

Porcentaje de humedad del alimento balanceado BIOMIX

Muestra % Humedad
Alimento inicial O 10%
Alimento 1 10%
Alimento 2 10,2%
Anexo 24

Porcentaje de ceniza del alimento balanceado BIOMIX

Muestra % Ceniza
Alimento inicial O 10,35%
Alimento 1 13,27%
Alimento 2 12,85%
Anexo 25

Porcentaje de proteina del alimento balanceado BIOMIX

Muestra % Proteina
Alimento inicial 0 45,8
Alimento 1 45,6
Alimento 2 46,3

Anexo 26



Alimento natural de la trucha arco iris encontrados en medios silvestres

Fitoplancton Zooplancton

Los organismos naturales alimenticios pueden proporcionar
todos los requerimientos nutricionales de los peces.

Anexo 27
Funcionamiento del crecimiento entre los diploides y los triploides de diferentes
especies.
Species Growth  References
Ietalurus punctatus + Wolters et al. (1982b)
Oreochromis niloticus + Bramick ¢t al. (1995)
Heteropneustes fossilis + Tiwary et al (1997)
Oreochromis aureus + Valent (1976)
Silurus glanis + Krasznal and Marnan
(1986)
Oncorhynchis myk iss - Solar et al. (1984)
Lepomis gibbosus - Kerby et al. (1995)
(ncorhynches kisutch - Withler et al. (1995)
Salmo salar - Galbreath et al. (1995)
Misgurnus mizolepis NC Kim et al. (1994)
Salmo salar NC McGeachy et al. (1995)
Oreochromis niloticus NC Hussain et al. (1995)
(hveochromis qureus NC Chang et al. (1993)

(+) positive, (=) negative, (NC) no change.
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Relacién entre el peso corporal de las truchas reproductoras hembras y
las ovas recolectadas tras el desove

PESO PESO DE

CORPORAL OVAS
9) (9)
1446 216
1696 230
2314 246
1876 252
2522 260
2326 290
2410 298
2658 298
2528 314
2168 358
2714 366
2372 396
2902 458
2798 462
3494 500

RELACION ENTRE PESO CORPORAL Y PESO DE OVAS
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Parametros fisicos del agua en el CENIAC-P tomados diariamente

TEMPERATURA (°C) pH | 02 disuelto
LUGAR
Mafiana (7:00 a.m) Tarde Noche
(14:00 p.m) | (18:00 p.m)

CENIAC-P 5 7.5 9,0 6,5 6,8
CENIAC-P 7.2 9,0 9,5 6,5 6,8
CENIAC-P 8,0 9,8 9,8 6,5 6,8
CENIAC-P 7,5 8,5 9,0 6,5 6,8
CENIAC-P 7,0 9,7 9,8 6,5 6,8
CENIAC-P 7,2 8,5 9,7 6,5 6,8
CENIAC-P 8,0 9,4 9,8 6,5 6,26
CENIAC-P 6,8 8,8 9,5 6,5 6,26
CENIAC-P 7,4 8,5 9,0 6,5 6,26
CENIAC-P 7,2 9,0 9,2 6,5 6,26
CENIAC-P 7,5 8,6 8,9 6,5 6,26
CENIAC-P 7,0 8,5 8,5 6,5 6,26
CENIAC-P 6,9 8,6 8,9 6,5 6,26
CENIAC-P 7,0 8,1 9,2 6,5 6,26
CENIAC-P 7,0 8,2 8,8 6,5 6,42
CENIAC-P 6,8 7,5 8,5 6,5 6,42
CENIAC-P 7,0 7,8 8,1 6,5 6,42
CENIAC-P 7,5 8,0 8,5 6,5 6,42
CENIAC-P 7,0 7,5 8,2 6,5 6,42
CENIAC-P 71 7,8 8,8 6,5 6,42
CENIAC-P 7,5 8,2 9,5 7 6,25
CENIAC-P 79 8,2 8,2 7 6,25
CENIAC-P 7.5 8 8 7 6,25
CENIAC-P 7 8,2 8.5 7 6,25
CENIAC-P 7 8,2 8.5 7 6,25
CENIAC-P 7.5 8 8.1 7 6,25
CENIAC-P 7 8 8,2 7 6,25
CENIAC-P 7,7 9,2 9,5 7 6,25
CENIAC-P 75 8,5 9 6,5 6,4
CENIAC-P 7.5 8,8 9 6,5 6,4
CENIAC-P 7.5 8,8 9 6,5 6,4
CENIAC-P 7 9 9 6.5 6.4
CENIAC-P 7 8,8 8,8 6,5 6,4
CENIAC-P 7 8 8.2 6.5 6.4
CENIAC-P 7.5 8 8.2 6.5 6.4
CENIAC-P 7.8 8 8,5 6,5 6,4
CENIAC-P 8,5 9,2 10 6,5 6,4
CENIAC-P 8 8,8 9 6,5 6,4




CENIAC-P 7,8 8,5 9 6,5 6,4
CENIAC-P 7.5 9 9 6,5 6,4
CENIAC-P 7,8 8,8 8,8 6,5 6,4
CENIAC-P 8 8,5 8,8 6,5 6,4
CENIAC-P 7,5 8,8 8,5 6,5 6,4
CENIAC-P 7,2 8 8,5 6,5 6,4
CENIAC-P 7,9 8,2 8,2 6,5 6,4
CENIAC-P 8,3 10,1 10,1 6,5 6,4
CENIAC-P 8,8 9,8 10,2 6,5 6,4
CENIAC-P 8,5 10 10,2 6,5 6,4
CENIAC-P 8,8 10 10,5 7 6,35
CENIAC-P 9 10 10,2 7 6,35
CENIAC-P 8,8 10 10,5 7 6,35
CENIAC-P 8,8 10 10,4 7 6,35
CENIAC-P 8,8 10 10,2 7 6,35
CENIAC-P 8,8 9,5 10,2 7 6,35
CENIAC-P 8,5 9,5 9,5 7 6,35
CENIAC-P 8,1 9,5 10 6,5 6,35
CENIAC-P 8 10 10 6,5 6,35
CENIAC-P 7.3 9,5 10 6,5 6,35
CENIAC-P 7,2 9 9,5 6,5 6,35
CENIAC-P 8,3 9 9 6,5 6,35
CENIAC-P 8 9 9 6,5 6,35
CENIAC-P 8,5 9,7 9,7 6,5 6,35
CENIAC-P 8,7 9,8 10,2 6,5 6,35
CENIAC-P 9 9,2 9,8 6,5 6,35
CENIAC-P 8,8 10,2 10,2 6,5 6,35
CENIAC-P 9 10,5 11 6,5 6,35
CENIAC-P 8 10 10 6,5 6,35
CENIAC-P 7.8 9,5 10 6,5 6,35
CENIAC-P 8 9 9,5 6,5 6,35
CENIAC-P 8,3 9 9 6,5 6,35
CENIAC-P 8 10 10,2 6,5 6,35
CENIAC-P 8,5 9,7 9,7 6,5 6,35
CENIAC-P 8,7 9,8 10,2 6,5 6,35
CENIAC-P 9 9,2 9,8 6,5 6,35
CENIAC-P 8,8 10,2 10,2 6,5 6,35
CENIAC-P 9 10 10,2 6,5 6,35
CENIAC-P 8,8 9,5 10,2 6,5 6,35
CENIAC-P 8,5 9,5 9,5 6,5 6,35
CENIAC-P 8,1 9,5 10 7 6,35
CENIAC-P 8 10 10 7 6,35
CENIAC-P 7,3 9,5 10 7 6,35
CENIAC-P 7,2 9 9,5 7 6,35
CENIAC-P 8,3 9 9 7 6,35
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Parametros fisicos del agua en el IASA | (PAILONES) tomados diariamente

TEMPERATURA (°C) pH 02 disuelto
LUGAR (11:00 a.m)
PAILONES 12 8,4 6,2
PAILONES 12 8,4 6,1
PAILONES 12 8,5 6,1
PAILONES 13 8,5 6,3
PAILONES 12 8,5 6,3
PAILONES 13 8,5 6,3
PAILONES 12 8,6 6,3
PAILONES 13 8,5 6,3
PAILONES 12 8,5 6,3
PAILONES 13 8,6 6,3
PAILONES 12 8,6 6,4
PAILONES 13 8,6 6,4
PAILONES 13 8,6 6,4
PAILONES 13 8,6 6,4
PAILONES 12 8,6 6,4
PAILONES 12 8,6 6,3
PAILONES 12 8,6 6,3
PAILONES 12 8,6 6,3
PAILONES 13 8,6 6,3
PAILONES 12 8,6 6,3
PAILONES 13 8,6 6,3
PAILONES 13 8,5 6,4
PAILONES 12 8,5 6,2
PAILONES 12 8,5 6,2
PAILONES 12 8,5 6,1
PAILONES 13 8,5 6,4
PAILONES 13 8,3 6,4
PAILONES 12 8,3 6,4
PAILONES 13 8,3 6,4
PAILONES 13 8,3 6,4
PAILONES 12 8,3 6,4
PAILONES 12 8,3 6,4
PAILONES 13 8,5 6,3
PAILONES 12 8,5 6,5
PAILONES 12 8,5 6,5
PAILONES 12 8,5 6,5
PAILONES 13 8,5 6,5
PAILONES 13 8,5 6,5
PAILONES 12 8,3 6,5
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Mortalidad de ovas fertilizadas de trucha arco iris

Prueba de Tukey al 5% para la mortalidad de ovas fertilizadas de trucha arco
iris luego de la aplicacién de choques térmicos.

TUKEY 5%
TRATAMIENTO | T D P | TP | DP | TDP |FvsADC
X |xmedia|x-xmedia 4,18 0,96(1,42/0,96|1,36|2,01|{0,83| 0,91
13,8| 1,50 12,30 * * * * * * * *
2,80 11,00 * * * * * * * *
2,97 10,83 * * * * * * * *
3,27 10,53 * * * * * * * *
3,40 10,40 * * * * * * * *
8,03 5,77 * * * * * * * *
8,10 5,70 * * * * * * * *
9,37 4,43 * * * * * * * *
10,20 3,60 ns * * * * * * *
10,33 3,47 ns * * * * * * *
11,37 2,43 ns * * * * * * *
11,67 2,13 ns * * * * * * *
TUKEY 5%
TRATAMIENTO| T D P | TP | DP | TDP | FvsADC
X xmedia | x-xmedia 4,18 0,96(1,42/0,96|1,36/2,01|0,83| 0,91
11,67 1,50 10,17 | * * * * * * * *
2,80 8,87 * * * * * * * *
2,97 8,70 * * * * * * * *
3,27 8,40 * * * * * * * *
3,40 8,27 * * * * * * * *
8,03 3,64 |ns * * * * * * *
8,10 3,57 |ns * * * * * * *
9,37 2,30 | ns * * * * * * *
10,20 1,47 | ns * * * * ns |* *
10,33 1,34 | ns * ns |* * ns |* *
11,37 0,30| ns ns |ns (ns |ns [ns |ns ns
TUKEY 5%
TRATAMIENTO| T D P | TP | DP | TDP | FvsADC
X xmedia | x-xmedia 4,18 0,96(1,42/0,96(1,36/2,01|0,83| 0,91
11,37| 1,50 9,87 |* * * * * * * *
2,80 8,57 * * * * * * * *
2,97 8,40 * * * * * * * *
3,27 8,10 * * * * * * * *
3,40 7,97 * * * * * * * *
8,03 3,34 |ns * * * * * * *
8,10 3,27 | ns * * * * * * *
9,37 2,00| ns * * * * ns |* *
10,20 1,17 |ns * ns |* ns |(ns |* *




| 10,33 1,04| ns |* Ins |* |ns |ns [* |*
TUKEY 5%
TRATAMIENTO| T D P | TP | DP | TDP | FvsADC
X | xmedia|x-xmedia 4,18 0,96(1,42/0,96(1,36/2,01|0,83| 0,91
10,33| 1,50 8,83 |* * * * * * * *
2’80 7,53 * * * * * * * *
2’97 7,36 * * * * * * * *
3’27 7,06 * * * * * * * *
3’40 6,93 * * * * * * * *
8,03 2,30 | ns * * * * * * *
8,10 2,23|ns * * * * * * *
9,37 0,96 | ns ns |ns |ns |ns |ns |* *
10,20 0,13 | ns ns |ns |ns |ns |ns |ns ns
TUKEY 5%
TRATAMIENTO| T D P | TP | DP | TDP | FvsADC
X | xmedia|x-xmedia 4,18 0,96(1,42/0,96(1,36/2,01|0,83| 0,91
10,20| 1,50 8,70 | * * * * * * * *
2,80 7,40 * * * * * * * *
2,97 7,23 * * * * * * * *
3,27 6,93 * * * * * * * *
3,40 6,80 * * * * * * * *
8,03 2,17 | ns * * * * * * *
8,10 2,10 | ns * * * * * * *
9,37 0,83 | ns ns |ns (ns |ns [(ns |ns ns
TUKEY 5%
TRATAMIENTO | T D P | TP | DP | TDP|FvsADC
X | xmedia|Xx-xmedia 4,18 0,96(1,42/0,96|1,36|2,01|0,83| 0,91
9,37| 1,50 7,87 |* * * * * * * *
2,80 6,57 * * * * * * * *
2,97 6,40 * * * * * * * *
3,27 6,10 * * * * * * * *
3,40 5,97 * * * * * * * *
8,03 1,34 | ns * ns |* * ns |* *
8,10 1,27 | ns * ns |* ns |ns |* *
TUKEY 5%
TRATAMIENTO | T D P | TP | DP | TDP | FvsADC
X | xmedia|x-xmedia 4,18 0,96(1,42/0,96|1,36|2,01|0,83| 0,91
8,10| 1,50 6,60 | * * * * * * * *
2,80 5,30 * * * * * * * *
2,97 5,13 * * * * * * * *
3,27 4,83 * * * * * * * *
3,40 4,70 * * * * * * * *
8,03 0,07 | ns ns |(nNns [ns |ns [ns |ns |ns

TUKEY 5%




TRATAMIENTO | T D P | TP | DP | TDP | FvsADC
X |[xmedia|x-xmedia 4,18 0,96(1,42/0,96|1,36/2,01|{0,83| 0,91
8,03| 1,50 6,53 | * * * * * * * *
2’80 5,23 * * * * * * * *
2’97 5,06 * * * * * * * *
3’27 4,76 * * * * * * * *
3’40 4,63 * * * * * * * *
TUKEY 5%
TRATAMIENTO | T D P | TP | DP | TDP | FvsADC
X |xmedia|x-xmedia 4,18 0,96(1,42/0,96|1,36/2,01|{0,83| 0,91
3,40 1,50 1,90 | ns * * * * ns |* *
2,80 0,60 | ns ns (ns |ns |ns |ns |ns ns
2,97 0,43 | ns ns |ns ns |ns |ns ns ns
3,27 0,13 | ns ns |ns ns |ns |ns ns ns
TUKEY 5%
TRATAMIENTO | T D P | TP | DP | TDP | FvsADC
X |xmedia|x-xmedia 4,18 0,96(1,42/0,96|1,36|2,01|{0,83| 0,91
3,27 1,50 1,77 | ns * * * * ns |* *
2,80 0,47 | ns ns (ns |ns |ns |ns |ns ns
2,97 0,30 | ns ns (ns |ns |ns |ns |ns ns
TUKEY 5%
TRATAMIENTO | T D P | TP | DP | TDP|FvsADC
X | xmedia|Xx-xmedia 4,18 0,96(1,42/0,96|1,36|2,01|0,83| 0,91
2,97 1,50 1,47 | ns * * * * ns |* *
2,80 0,17 | ns ns |ns [(ns |ns [(ns |ns ns
TUKEY 5%
TRATAMIENTO | T D P | TP | DP | TDP|FvsADC
X | xmedia|Xx-xmedia 4,18 0,96(1,42/0,96|1,36|2,01|0,83| 0,91
2,80 1,50 1,30 | ns * * * * ns |* *
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Rangos de significancia usando la prueba de Tukey al 5% para cada

tratamiento.

RATAMIENTO xmedia RANGOS SIGNIFICANCIA

T13 1,50 A

T2 2,80 A

T1 2,97 A

T3 3,27 A

T4 3,40 A

T10 8,03 B

T7 8,10

T6 9,37

T5 10,20 C
T8 10,33 C
T9 11,37 C
T11 11,67 C
T12 13,80 C

Anexo 33

Rangos de significancia usando la prueba de Tukey al 5% para el factor

temperatura de choque.

TRATAMIENTO xmedia RANGOS SIGNIFICANCIA
T13 1,50
T2 2,80 A
Tl 2,97 A
T3 3,27 A
T4 3,40 A
T10 8,03 B
T7 8,10 B
T6 9,37 C
T5 10,20 C
T8 10,33 D
T9 11,37 D
T11 11,67 D
T12 13,80 D

Anexo 34




Rangos de significancia usando la prueba de Tukey al 5% para el factor
duracion de choque.

TRATAMIENTO xmedia RANGOS SIGNIFICANCIA
T13 1,50
T2 2,80 |A
T1 297 |A
T3 327 |A
T4 340 |A
T10 8,03
T7 8,10
T6 9,37 C
T5 10,20 C
T8 10,33 D
T9 11,37 D
T11 11,67 D
T12 13,80 D

Anexo 35

Rangos de significancia usando la prueba de Tukey al 5% para el factor tiempo

de postfertilizacion.

TRATAMIENTO | xmedia RANGOS SIGNIFICANCIA
T13 1,50
T2 2,80 A
T1 2,97 A
T3 3,27 A
T4 3,40 A
T10 8,03
T7 8,10 B
T6 9,37 C
T5 10,20 C
T8 10,33 C
T9 11,37 D
T11 11,67 D
T12 13,80 D

Anexo 36



Rangos de significancia usando la prueba de Tukey al 5% para la interaccion

TP.
TRATAMIENTO xmedia RANGOS SIGNIFICANCIA
T13 1,50
T2 280 |A
T1 297  |A
T3 327 |A
T4 340 |A
T10 8,03 B
T7 8,10 B
T6 9,37 C
T5 10,20 C
T8 10,33 D
T9 11,37 D
T11 11,67 D
T12 13,80 D
Anexo 37
Rangos de significancia usando la prueba de Tukey al 5% para la interaccion
DP.
TRATAMIENTO xmedia RANGOS SIGNIFICANCIA
T13 1,50
T2 280 |[A
T1 297 |A
T3 327 |A
T4 340 [A
T10 8,03
T7 8,10
T6 9,37 C
T5 10,20 C
T8 10,33 C
T9 11,37 D
T11 11,67 D
T12 13,80 D

Anexo 38



Rangos de significancia usando la prueba de Tukey al 5% para la interaccion

TDP.
TRATAMIENTO xmedia RANGOS SIGNIFICANCIA

T13 1,50

T2 2,80 A

T1 2,97 A

T3 3,27 A

T4 3,40 A

T10 8,03

T7 8,10

T6 9,37 C

T5 10,20 C

T8 10,33 C

T9 11,37 D
T11 11,67 D
T12 13,80 D

Anexo 39

Rangos de significancia usando la prueba de Tukey al 5% para la interaccion

Factorial versus Adicional.

TRATAMIENTO xmedia RANGOS SIGNIFICANCIA
T13 1,50 A
T2 2,80 B
T1 2,97 B
T3 3,27 B
T4 3,40 B
T10 8,03 C
T7 8,10 C
T6 9,37 C
T5 10,20 D
T8 10,33 D
T9 11,37 D
T11 11,67 D
T12 13,80 D

Anexo 40



Mortalidad de ovas fertilizadas de trucha hasta la eclosién

Prueba de Tukey al 5% para la mortalidad de ovas fertilizadas de trucha arco

iris hasta la eclosion.

TUKEY 5%
TRATAMIENTO
X xmedia x-xmedia 15,31
76,2 16,80 59,40 *
21,50 54,70 *
37,07 39,13 *
38,13 38,07 *
41,53 34,67 *
45,77 30,43 *
50,27 25,93 *
55,23 20,97 *
55,83 20,37 *
59,47 16,73 *
61,93 14,27 ns
71,70 4,50 ns
TUKEY 5%
X xmedia X-xmedia 15,31
71,7 16,80 54,90 *
21,50 50,20 *
37,07 34,63 *
38,13 33,57 *
41,53 30,17 *
45,77 25,93 *
50,27 21,43 *
55,23 16,47 *
55,83 15,87 *
59,47 12,23 ns
61,93 9,77 ns
TUKEY 5%
X xmedia X-xmedia 15,31
61,93 16,80 45,13 *
21,50 40,43 *
37,07 24,86 *
38,13 23,80 *
41,53 20,40 *
45,77 16,16 *
50,27 11,66 ns
55,23 6,70 ns
55,83 6,10 ns
59,47 2,46 ns




TUKEY 5%

X xmedia x-xmedia 15,31
59,47 16,80 42,67 *
21,50 37,97 *
37,07 22,40 *
38,13 21,34 *
41,53 17,94 *
45,77 13,70 ns
50,27 9,20 ns
55,23 4,24 ns
55,83 3,64 ns
TUKEY 5%
X xmedia x-xmedia 15,31
55,83 16,80 39,03 *
21,50 34,33 *
37,07 18,76 *
38,13 17,70 *
41,53 14,30 ns
45,77 10,06 ns
50,27 5,56 ns
55,23 0,60 ns
TUKEY 5%
X xmedia x-xmedia 15,31
55,23 16,80 38,43 *
21,50 33,73 *
37,07 18,16 *
38,13 17,10 *
41,53 13,70 ns
45,77 9,46 ns
50,27 4,96 ns
TUKEY 5%
X xmedia x-xmedia 15,31
50,27 16,80 33,47 *
21,50 28,77 *
37,07 13,20 ns
38,13 12,14 ns
41,53 8,74 ns
45,77 4,50 ns
TUKEY 5%
X xmedia x-xmedia 15,31
45,77 16,80 28,97 *
21,50 24,27 *
37,07 8,70 ns
38,13 7,64 ns

TUKEY 5%




X xmedia X-xmedia 15,31
41,53 16,80 24,73 *
21,50 20,03 *
37,07 4,46 ns
38,13 3,40 ns
TUKEY 5%
X xmedia X-xmedia 15,31
38,13 16,80 21,33 *
21,50 16,63 *
37,07 1,06 ns
TUKEY 5%
X xmedia x-xmedia 15,31
37,07 16,80 20,27 *
21,50 15,10 *
TUKEY 5%
X xmedia x-xmedia 15,31
21,5 16,80 4,70 ns
Anexo 41

Factor de conversion Alimenticia

Prueba de Tukey al 5% para el factor de conversion alimenticia de trucha arco

iris al evaluar el efectode T, Py D.

TUKEY 5%
TRATAMIENTO T P
X xmedia x-xmedia 0,36 0,08 | 0,08
1,66 1,25 0,41 * * *
1,30 0,36 * * *
1,40 0,26 ns * *
1,42 0,24 ns * *
1,44 0,22 ns * *
1,44 0,22 ns * *
1,44 0,22 ns * *
1,51 0,15 ns * *
1,56 0,10 ns * *
1,57 0,09 ns * *
1,57 0,09 ns * *
1,65 0,01 ns ns ns




TUKEY 5%

TRATAMIENTO T P
X xmedia x-xmedia 0,36 0,08 | 0,08
1,65 1,25 0,40 * * *
1,30 0,35 ns * *
1,40 0,25 ns * *
1,42 0,23 ns * *
1,44 0,21 ns * *
1,44 0,21 ns * *
1,44 0,21 ns * *
1,51 0,14 ns * *
1,56 0,09 ns * *
1,57 0,08 ns ns ns
1,57 0,08 ns ns ns
TUKEY 5%
TRATAMIENTO T P
X xmedia X-xmedia 0,36 0,08 0,08
1,57 1,25 0,32 ns * *
1,30 0,27 ns * *
1,40 0,17 ns * *
1,42 0,15 ns * *
1,44 0,13 ns * *
1,44 0,13 ns * *
1,44 0,13 ns * *
1,51 0,06 ns ns ns
1,56 0,01 ns ns ns
1,57 0,00 ns ns ns
TUKEY 5%
TRATAMIENTO T P
X xmedia x-xmedia 0,36 0,08 0,08
1,57 1,25 0,32 ns * *
1,30 0,27 ns * *
1,40 0,17 ns * *
1,42 0,15 ns * *
1,44 0,13 ns * *
1,44 0,13 ns * *
1,44 0,13 ns * *
1,51 0,06 ns ns ns
1,56 0,01 ns ns ns




TUKEY 5%

TRATAMIENTO T P
X xmedia x-xmedia 0,36 0,08 0,08
1,56 1,25 0,31 ns * *
1,30 0,26 ns * *
1,40 0,16 ns * *
1,42 0,14 ns * *
1,44 0,12 ns * *
1,44 0,12 ns * *
1,44 0,12 ns * *
1,51 0,05 ns ns ns
TUKEY 5%
TRATAMIENTO T P
X xmedia x-xmedia 0,36 0,08 0,08
1,51 1,25 0,26 ns * *
1,30 0,21 ns * *
1,40 0,11 ns * *
1,42 0,09 ns * *
1,44 0,07 ns ns ns
1,44 0,07 ns ns ns
1,44 0,07 ns ns ns
TUKEY 5%
TRATAMIENTO T P
X xmedia x-xmedia 0,36 0,08 0,08
1,44 1,25 0,19 ns * *
1,30 0,14 ns * *
1,40 0,04 ns ns ns
1,42 0,02 ns ns ns
1,44 0,00 ns ns ns
1,44 0,00 ns ns ns
TUKEY 5%
TRATAMIENTO T P
X xmedia x-xmedia 0,36 0,08 0,08
1,44 1,25 0,19 ns * *
1,30 0,14 ns * *
1,40 0,04 ns ns ns
1,42 0,02 ns ns ns
1,44 0,00 ns ns ns

TUKEY 5%




TRATAMIENTO T P
X xmedia X-xmedia 0,36 0,08 0,08
1,44 1,25 0,19 ns * *
1,30 0,14 ns * *
1,40 0,04 ns ns ns
1,42 0,02 ns ns ns
TUKEY 5%
TRATAMIENTO T P
X xmedia x-xmedia 0,36 0,08 0,08
1,42 1,25 0,17 ns * *
1,30 0,12 ns * *
1,40 0,02 ns ns ns
TUKEY 5%
TRATAMIENTO T P
X xmedia X-xmedia 0,36 0,08 0,08
1,4 1,25 0,15 ns * *
1,30 0,10 ns * *
TUKEY 5%
TRATAMIENTO T P
X xmedia x-xmedia 0,36 0,08 0,08
1,3 1,25 0,05 ns ns ns
Anexo 42

Rangos de significancia usando la prueba de Tukey al 5% para cada

tratamiento.

TRATAMIENTO xmedia RANGOS SIGNIFICANCIA

T8 1,25 A

T9 1,30 A

T3 1,40 B
T2 1,42 B
T1 1,44 B
T11 1,44 B
T12 1,44 B
T7 1,51 B
T10 1,56 B
T6 1,57 B
T13 1,57 B
T4 1,65 B
T5 1,66 B




Anexo 43

Rangos de significancia usando la prueba de Tukey al 5% para el factor

temperatura.
TRATAMIENTO xmedia RANGOS SIGNIFICANCIA
T8 1,25 A
T9 1,30 A
T3 1,40 B
T2 1,42 B
T1 1,44 B
T11 1,44 B
T12 1,44 B
T7 1,51 C
T10 1,56 C
T6 1,57 C
T13 1,57 C
T4 1,65 D
T5 1,66 D
Anexo 44

Rangos de significancia usando la prueba de Tukey al 5% para el factor tiempo

de postfertilizacion.

TRATAMIENTO xmedia RANGOS SIGNIFICANCIA
T8 1,25 A
T9 1,30 A
T3 1,40 B
T2 1,42 B
T1 1,44 B
T11 1,44 B
T12 1,44 B
T7 1,51 C
T10 1,56 C
T6 1,57 C
T13 1,57 C
T4 1,65 D
T5 1,66 D




Anexo 45
Glosario de términos

Acuacultura: Conjunto de actividades destinadas al desarrollo de animales y al

cultivo de plantas en el medio acuético.

Arquenterén: Cavidad tubular formada en el embrién durante la gastrulacion.

Blastocele: Primera cavidad general del embrion de los animales.

Blastoporo: Orificio de la géastrula originado por reduccion en diametro de la

invaginacién formadora del arquenteron.

Cartilago: Tejido de sostén formado por células de morfologia variable

separadas por una sustancia fundamental sélida constituiida por colageno.

Caudal: Relativo a la cola.

Cautiverio: Situacion de un animal que se encuentra fuera de su habitat

natural.

Cefalico: Relativo a la cabeza.

Cigoto: Célula resultante de la unién de dos gametos, uno masculino y otro

femenino.

Citogenética: Parte de la biologia que estudia los fendmenos de la herencia,

atendiendo al comportamiento de los cromosomas dentro de la célula.

Citoplasma.- Parte del protoplasma de la célula que rodea el nicleo.

Cbdigo genético: Sistema de codificacién, traduccion y trascripcion de la

informacion genética acumulada en las moléculas de ADN de los cromosomas.



Consanguinidad: Cruzamiento entre individuos perteneciente a la misma

familia o de genotipos idénticos 0 muy parecido.

Coridn. Una de las envolturas del embrion de varias especies oviparas.
Cromosoma: Elemento compuesto por ADN y proteinas basicas, que existe en
el interior del ndcleo y desempefia un papel muy importante en la division
celular y en la transmision de los caracteres hereditarios.

Dimorfismo: Caracter que presentan algunas especies animales y vegetales y
segun el cual individuos de una misma especie presentan rasgos morfol6gicos
diferenciados.

Eclosion: Brote, nacimiento, aparicion.

Embridn.- Primeras fases de un ser vivo después de la fecundacion del évulo.
Enddcrina: Relativo a las hormonas o a las secreciones internas.

Endogamia: Fecundacién mediante la unién de células de igual origen.
Filogenia.- Parte de la biologia que se ocupa de las relaciones de parentesco
entre los distintos grupos de seres vivos. Origen y desarrollo evolutivo de las
especies, y de las estirpes de seres vivos.

Fisioldgico: Ciencia que estudia el funcionamiento de los seres vivos, en los
gue se respecta a sus funciones vitales, ocupandose de las actividades de

organos y tejidos.

Foliculo: Pequefa vesicula de la corteza de los ovarios que contiene en su

interior el évulo.

Fusiforme.- De figura de huso.



Gametos.- Cada una de las dos células, que en la reproduccion sexual, se

fusionan originando al cigoto.

Gonadas: Organo del aparato reproductor de los animales en el que se forman

y liberan los gametos.

Homologo: Organos de los animales o vegetales de especies diferentes que
tienen el mismo origen embriolégico, sin tener necesariamente su forma y

funcion.

Isotonico: Soluciones que a la misma temperatura, tienen igual presion

osmotica.

Lacustre: Relativo a los lagos.

Meiosis: Tipo especial de division celular que tiene lugar en las células
germinales, y cuya finalidad es producir gametos maduros con un numero de
cromosomas reducido a la mitad del que poseen las células somaticas.
Metabolismo: Conjunto de reacciones quimicas a que son sometidas las
sustancias ingeridas o absorbidas por los seres vivos hasta que suministran
energia o hasta que pasan a formar parte de la propia arquitectura estructural.

Micropilo: Apertura apical en el tegumento del 6vulo.

Mitosis: Division celular indirecta que consta de dos procesos muy

diferenciados; la division nuclear y la del resto de las estructuras citologicas.

Morfologia: Ciencia que tiene por objeto el estudio y la descripcion de los

caracteres somaticos de las especies animales y vegetales.

Ontogenia: Conjunto de los fendmenos de desarrollo y diferenciacion del

individuo a partir del huevo fecundado.



Oocito: Célula germinal femenina que da lugar al évulo.

Patologia: Parte de la medicina que estudia la naturaleza de las
enfermedades, especialmente los cambios estructurales y funcionales que

determinan en el organismo.

pH: Potencial hidrogeno cuya escala demuestra la acidez o alcalinidad de

ciertas sustancias.

Piscicultura: Arte de repoblar de peces los rios y los estanques; de dirigir y

fomentar la reproduccion de peces y mariscos.

Taxonomia: Ciencia biolégica que estudia la clasificacion de los seres vivos

segun sus afinidades morfologicas, fisiologicas, genéticas y filogenéticos.

Testosterona: Hormona sexual masculina de naturaleza andrégena que se

forma a partir de la progesterona en las células intersticiales de los testiculos.

Vitelo.- Conjunto de sustancias de reserva del ovoplasma, formado por

lecitinas, glucégeno, proteinas, colesterol, organizados en forma de globulos.



