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ABSTRACT

The present project generates a precedent that supports production-level decisions
of Seafood Resources Chile SA (SRC), to identify the effect of triploidization in turbot
(Scophthalmus maximus) on growth during the juvenile stage under culture conditions. The
objective is to evaluate the average growth in weight of triploid turbot (S. maximus) respect
of diploid produced by SRC from the analysis of two data sets, of which the first is of
historical information (years 2007, 2008 and 2009), and the second corresponding to a test
conducted in 2010 which produced a complete brother batch of triploides and diploides. To
identify the effect variables and their interactions on weight, was performed a generalized
linear model (GLM) appropriate for unbalanced data structure. Moreover, experimental
design of the second data set, also allowed estimating and comparing growth rate (TC) of
the two types of fish.

The results of the analysis of the historical information, using a model who explains
85% of the weight variation, threw that the variability of the weight is explained
significantly by all the variables analyzed (year, batch, ploidies and interaction age*ploidy).
The average weight of the observed years was significantly different (p <0.001) for every
period, with an average observed for the years 2007, 2008 and 2009 of 3.68, 4.69 and 5.59
grams respectively. The same thing happened on having observed the average weight of
every ploidia, in which was observed an average of 4.90 grams in diploides and 4.41 grams
in triploides. The effect of the interaction age*ploidy, through the estimated (slope), threw
that the effect of triploides is significantly different (p <0.001) and higher than the effect of
diploides (age*ploidyT=0.188 and age*ploidyD=0.156). However, the group of test data,
using a model which explains 88 % of the variation of the weight, threw that the variability
of the weight around the average depends significantly on the age, with no higher effect
found of the ploidia and its interaction with the age. The growth rate (TC) indicated that
triploids have a better rate with a TC = 5.11 and TC = 4.55 for a diploid, with a starting
weight of 0.5 g. and 0.7 gr. respectively.

Finally, both results indicated that the induction of triploid during the juvenile stage
in culture conditions, does not mean an increase in the average weight, being observed that
the turbot triploid which initially are in a minor weight, reach the weight of the diploidies
as they increase of age, it means that the turbot triploid would reach at his par diploid.
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RESUMEN

El presente proyecto de titulo surge con la pretension de generar un
antecedente que respalde las decisiones a nivel productivo de Seafood Resources Chile
S.A. (S.R.C.), al identificar el efecto de la triploidizacién en turbot (Scophthalmus
maximus) sobre el crecimiento durante la etapa juvenil, bajo condiciones de cultivo. El
objetivo es evaluar el crecimiento en peso promedio observado de turbot (S. maximus)
triploides respecto de diploides producidos por S.R.C. a partir del anélisis de dos grupos de
datos: 1) Informacion historica de peces triploides y diploides del afio 2007, 2008 y 2009; y
2) Informacion correspondiente a un ensayo realizado en el afio 2010 en el que se produjo
un batch de peces hermanos triploides y diploides. Para identificar el efecto que tienen las
variables y sus interacciones sobre el peso, se realizo un modelo lineal generalizado (GLM)
adecuado para estructura desbalanceada de datos. El disefio experimental del segundo
grupo de datos, permiti6 estimar y comparar ademas del peso, la tasa de crecimiento (TC)
de los dos tipos de peces.

El analisis de los datos historicos, con un modelo que explica el 85% de la variacion
del peso, arrojo que la variabilidad del peso es explicada significativamente por todas las
variables analizadas (afo, batch, ploidia e interaccion edad x ploidia). Los pesos medios de
los afos observados fueron significativamente diferentes (p < 0,001) para cada periodo, con
una media observada para los afios 2007, 2008 y 2009 de 3,68, 4,69 y 5,59 gramos
respectivamente. Lo mismo ocurri6 al observar los pesos medios de cada ploidia, con 4.90
gramos en diploides y 4,41 gramos en triploides. El efecto de la interaccion edad x ploidia,
a través del estimado (pendiente), arrojo que el efecto de la triploidia es significativamente
diferente (p < 0,001) y mayor que el de diploidia (edad x triploidia = 0,188 y edad x
diploidia = 0,156). En cambio, el grupo de datos del ensayo, con un modelo que explica el
88% de la variacion del peso, arrojo que la variabilidad del peso alrededor del promedio
depende significativamente de la edad; no encontrandose mayor efecto de la interaccion
edad x ploidia. La tasa de crecimiento (TC) indicé que los triploides, en comparacion a los
diploides presentan una mejor tasa (5.11 triploides > 4.55 diploides), con un peso inicial de
0.5 gr. en triploides y 0.7 gr. en diploides.

Finalmente, ambos resultados indicaron que la induccion de triploidia durante la
etapa juvenil, en condiciones de cultivo, no significa un aumento en el peso promedio;
observandose que los turbot triploides que inicialmente estdn en un peso menor, lograrian
el peso de los diploides a medida que aumentan de edad, es decir, que a mayor edad los
turbot triploides alcanzarian a sus pares diploides.
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1.- INTRODUCCION

Una tendencia actual en la produccion acuicola nacional es el desarrollo de
tecnologias de cultivo dirigidas a nuevas especies con un alto valor econdmico en el
mercado internacional, tales como los peces planos y otras especies marinas. Una de estas
especies es el turbot (Scophthalmus maximus), pez plano de carne fina, que es cultivado a
nivel comercial en varios paises Europeos incluyendo Espafa, Dinamarca, Alemania,
Islandia, Irlanda, Italia, Noruega, Gales (Reino Unido), Portugal, y Gltimamente también en
China (FAO, 2009). La produccién de turbot presenta un futuro alentador, ya que puede ser
una alternativa de diversificacion para los productores de salmonideos en Chile y
consecuentemente lograria satisfacer la expansion del consumo de peces de carnes blancas,
acreditando una produccion con eficiencia. En Chile el cultivo de turbot se inici6 a fines de
1980 llegando a ser actualmente uno de los productores mds importantes (Alvial &
Manriquez, 1999). La produccion actualmente esta siendo liderada por la empresa Seafood
Resorces Chile S.A. (SRC), con una produccion que bordea las 300 toneladas anuales,
llegando a un maximo de 321 toneladas en el 2009, segiin datos del Servicio Nacional de
Pesca.

Entre las herramientas productivas desarrolladas para lograr una produccion
eficiente, manteniendo la calidad del cultivo, se encuentran los métodos biotecnoldgicos.
La biotecnologia moderna se relaciona con la implementacion de técnicas de modificacion
genética que derivan en cambios de las caracteristicas de los organismos y sus progenies
(Diaz & Neira, 2005). Entre los métodos biotecnologicos esté el uso de la poliploidizacion,
una de las alternativas mas empleadas para producir esterilidad. Dentro de las técnicas de
poliploidizacion se destacan la triploidizacion, técnica que permite obtener individuos
triploides que funcionalmente son estériles, condicion que facilita el aumento en la
eficiencia de produccion de carne, al reducir el gasto de energia en el proceso de
maduracion sexual, incrementando el crecimiento, evitando el deterioro en la calidad de
carne y previniendo cambios en la coloracion de la piel. De esta forma, la produccion de
peces estériles permite retrasar las cosechas, con peces de mayor peso, controlar la
aparicion de machos precoces entre los destinados a cosecha y mejorar la supervivencia en
periodos de madurez sexual, al disminuir la mortalidad asociada a la condicion post-
reproductora (Cal et al. 2005; Diaz & Neira, 2005; Cal et al., 2006).

Considerando las posibles ventajas de la triploidia, el centro de cultivo de turbot
Seafood Resources Chile S.A. (S.R.C.), desarroll6 y ejecutd un proyecto de innovacion
biotecnologica denominado “Produccion comercial de triploides mediante técnicas de
manipulacion cromosémica, para turbot (S. maximus) y abalon rojo (Haliotis rufescens)”,
permitiendo generar dos nuevos productos, juveniles y semillas triploides de turbot y
abalon rojo respectivamente. El proyecto se llevd a cabo a partir los siguientes objetivos
especificos planteados: identificar las técnicas de biotecnologia que permitirian obtener
altos porcentajes de triploidia; identificar metodologias eficientes de evaluacion de ploidia;
y evaluar el real beneficio de la triploidizacion en turbot y abalon a nivel productivo.



Los resultados obtenidos del proyecto permitieron desarrollar, respecto al turbot, un
protocolo de induccién a la triploidia, con porcentajes de triploidia superiores al 90% y
sobrevivencia relativa sobre el 80%; establecer el mejor método identificador de ploidia y
evaluar el rendimiento de triploides respecto a normales (diploides) de 7 a 17 meses de
edad. Respecto a esto ultimo concluye que atn es necesario evaluar el efecto de la triploidia
sobre el crecimiento hasta la etapa de madurez, siendo necesario evaluar el crecimiento en
cada etapa, de manera que, ademas de identificar las diferencias en el crecimiento se pueda
identificar si es necesario efectuar protocolos de manejo diferentes, apuntando a explotar al
maximo los beneficios fisiologicos de la triploidia.

Tomando en cuenta estos Ultimos antecedentes, en el presente proyecto se pretende
evaluar a peces triploides respecto de diploides de turbot (S. maximus), producidos por
S.R.C. durante la etapa juvenil, de manera que a partir de los resultados se puedan apreciar
los beneficios de la triploidizacidon en turbot, generando de esta manera un antecedente que
respalde las decisiones a nivel productivo durante la etapa evaluada.



2.- OBJETIVOS

2.1.- Objetivo general

Evaluar el crecimiento de peces triploides y diploides de turbot (Scophthalmus
maximus) durante la etapa juvenil en condiciones de cultivo.

2.2.- Objetivos especificos

» Comparar el crecimiento de peces triploides y diploides de turbot
(Scophthalmus maximus) usando datos historicos de produccion.

» Comparar el crecimiento de peces triploides y diploides de turbot
(Scophthalmus maximus) en un grupo de peces hermanos.



3.- ANTECEDENTES

3.1.- ANTECEDENTES DE LA ESPECIE

Taxonomia:

Nombre Cientifico: Scophthalmus maximus

Nombre Comun: turbot, rodaballo. s -

Figura 1.Vista frontal de
turbot. Fuente: Subpesca.

Caracteristicas biologicas

Es un pez plano, de forma redondeada con cabeza grande de ojos pequeiios, con una
boca provista de pequefios dientes afilados, de habito carnivoro. El lado aculado posee una
coloracion variada, desde el gris oscuro al marrdn oscuro con variaciones negruzcas y
verdosas (Fig.1); la cara ventral es de color blanco o crema (Chimbore, 2007).

La tasa de crecimiento de machos y hembras de turbot, en medio natural, son
relativamente iguales, hasta que alcanzan una longitud aproximada de 45 cm a la edad de
seis a siete afos, después el crecimiento de los machos se hace mas lento que el de las
hembras. Normalmente las hembras miden entre 50 y 80 cm de longitud, mientras que los
machos miden 45 cm de longitud, llegando a alcanzar tallas de 60 cm a los 15 afios que
pueden llegar a vivir (Chimbore, 2007).

Caracteristicas Reproductivas

El turbot es dioico con hembras que maduran sexualmente a partir de los cuatro
afios y medio cuando alcanzan los 40 cm y 1 kg de peso, mientras que los machos maduran
sexualmente a partir de 1,3 kg de peso a los 30 cm (tres afos). Las hembras desovan huevos
de Imm de diametro transparentes, los cuales son peldgicos (planctonicos) al momento de
ser fecundados (Alvial, 1994).

Posterior a la fecundacion al momento de la eclosion, la larva mide entre 2,6 y 2,8
mm, no tiene boca ni ano, y es ciega. Posee simetria bilateral y es planctonica. Los dos o
tres primeros dias no come, se nutre de las reservas que almacena en su saco vitelino. Al
cabo de estos dias ya han desarrollado los mecanismos necesarios para iniciar la
alimentacion exdgena.



A los 20 dias después de la eclosion del huevo, las larvas comienzan la
metamorfosis, empezandose a aplanar, el ojo derecho migra hacia el izquierdo y desaparece
la vejiga natatoria. A los 30 dias este proceso ya casi se ha completado, con peces planos y
con los dos ojos en el lado izquierdo. A los 60 dias las larvas, con un tamafio de 2,5 - 3 cm,
han acabado la metamorfosis y permanecen posados en el fondo (Alvial, 1994).

En el cultivo intensivo la maduracion sexual se induce manipulando el fotoperiodo
(Forés et al., 1988), y la fertilizacion se realiza de forma artificial luego de obtener los
gametos de cada individuo por medio de masaje abdominal (Piferrer et al., 2007). Durante
la fase de engorde los peces presentan crecimientos mas rapidos que el que desarrollan en
estado natural, con hembras que crecen mas que los machos, diferencia que aumenta con la
edad, y que contribuye al incremento en la dispersion de tallas en las unidades de cultivo y
conlleva a que los peces tarden menos tiempo en alcanzar la talla de primera madurez
sexual, iniciandose la produccion de gametos (huevos o esperma, segun sean hembras o
machos) y la reproduccion (Thorpe, 2004; Piferrer et al., 2007).

Respecto a la etapa de reproduccion, Cal et al., (2006) sefialan que el turbot bajo
condiciones de cultivo puede alcanzar la primera madurez sexual a una edad de alrededor
de 24 meses. Como es el caso en muchos peces, la primera madurez no afecta
negativamente al crecimiento, ya que por ese momento, las gonadas son pequefias. No
obstante, en peces cultivados hasta alcanzar mayores tallas de cosecha (e.g. cuatro
kilogramos) se observa una segunda y hasta una tercera madurez sexual, con efectos
mas marcados en el crecimiento que en la primera madurez sexual, debido principalmente
al tamafo alcanzado por sus gonadas. Ademas de afectar al crecimiento, la condicion que
alcanza el pez al pasar por la etapa de madurez sexual, consecuentemente genera muertes
durante y después de estos periodos, pues esta condicion denominada post-reproductora se
caracteriza por alterar el comportamiento, pues los peces rechazan el alimento, son mas
sensibles a las variaciones de temperatura del agua y a los bajos niveles de oxigeno. Cal et
al., (2006), asimismo, indican que peces de 24 a 48 meses de edad, después de la primera
madurez sexual, presentarian una supervivencia menor en diploides (91,9%) y mayor en
triploides (100%) (Peces estériles), atribuyéndolo principalmente a que estos ultimos no
presentan mortalidad asociada a la condicion post-reproductora.

Parametros de calidad de agua

Los pardmetros de calidad del agua que tolera normalmente el turbot varian de
acuerdo al estado de desarrollo que presente (Van Ham et al., 2003). Los parametros de
cultivo y sus rangos para el estado juvenil-adulto se resumen en la tabla 1.



Tabla 1. Parametros de cultivo de turbot (S. maximus) en etapa juvenil-adulta.

E:ll;?‘tzetms de Rango tolerable Referencia
Oxigeno 4a8mglL-1 Medas, 2004.
Salinidad 25a35 %o Ment & Person, 1991.
Temperatura 8-22°C Coll, 1986.

Ph 8,0-8,4 Coll, 1986.

Amoniaco 0,3-0,5 mg.L-1 | Coll, 1986.

Fuente: Chimbore, 2007.

La temperatura del agua es un factor importante en el crecimiento de los peces
(Brett & Groves, 1979; Corey et al., 1983) y ha sido estudiada en el turbot por diversos
autores, los que indican un rango 6ptimo variable segin el origen y talla del pez (Van Ham
et al., 2003). Algunos de estos rangos son entre 16 y 19 °C para turbot noruego de 25a 75 g
(Imsland et al., 1996); 16 y 20 °C para turbot francés de 35 a 140 g (Burel et al., 1996).

3.2.- BIOTECNOLOGIA APLICADA AL CULTIVO DE PECES

El aporte biotecnologico que existe en la acuicultura se desarrolla en diversos
ambitos como reproduccion, nutricion, patologia y mejoramiento genético de las especies
en cultivo, esta ultima relacionada con la implementacion de técnicas de modificacion
genética, las que derivan en cambios de las caracteristicas de los organismos y sus
progenies (Diaz & Neira, 2005). Entre los métodos biotecnologicos esta el uso de la
poliploidizacion, una de las alternativas mas empleadas para producir esterilidad, condicion
que entrega ciertas caracteristicas aplicables a la produccion de peces, ya que ésta facilita el
aumento de la eficiencia de produccion de carne, al reducir el gasto de energia en el
proceso de maduracion sexual, incrementando el crecimiento, evitando el deterioro en la
calidad de carne y previniendo cambios en la coloracion de la piel (Diaz & Neira, 2005).
De esta forma, la produccion de peces estériles permite retrasar las cosechas, obteniéndose
peces de mayor peso, controlar la aparicion de machos precoces entre los destinados a
cosecha y mejorar la supervivencia en periodos de madurez sexual, al disminuir la
mortalidad asociada a la condicion post-reproductora (Cal et al. 2005; Cal et al., 2006).

La poliplodia es concebida como una variacion cuantitativa del genoma que afecta
al conjunto de los cromosomas de las células, aumentando el nimero de juegos
cromosomicos (triploides y tetraploides). En peces, la induccion experimental de triploidia
se realiza evitando que se complete la meiosis II una vez que el ovocito es fecundado,
aplicando métodos fisicos, quimicos o genéticos (Tabla 2). De este modo se impide la
reduccion del niimero de cromosomas a la mitad (n). Por lo tanto, el embridon presentara
una constitucion cromosomica triploide (3n), formada por dos juegos cromosémicos
maternos y uno paterno (Fig. 2) (Diaz & Neira, 2005).



Tabla 2. Métodos experimentales utilizados para la obtencion de poliploides.

Métodos A
. Técnicas
experimentales
Choques térmicos de calor o
Fisicos frio, Choques de presion o

termoelélctricos.

Aplicaciones de citocalasina
Quimicos B, colchicina o
6-imetilaminopurina.

Cruzamiento de hembras
Genéticos diploides con machos
tetraploides.

Fuente: Diaz & Neira, 2005.

De los métodos aplicados para la obtencion de poliploides, el que ha sido mas
aplicado, segiin diversos estudios realizados respecto a la produccion de individuos
triploides en peces planos, es el método fisico, especificamente la aplicacion de choques
térmicos de frio (Piferrer et al., 2000). Concretamente para la especie turbot (S. maximus)
Piferrer et al. (2007) sefalan que para la obtencion de peces triploides, ésta se puede
inducir aplicando choques térmicos o de presion a huevos recién fertilizados.
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Figura 2. Esquema de la obtencion de individuos triploides mediante la aplicacion de un
choque fisico (térmico o hidrostatico) (Modificado de Piferrer et al., 2007).



3.3.- ESTUDIOS DE TRIPLIODIZACION EN PECES Y SUS EFECTOS EN LA
PRODUCCION.

Varios estudios realizados sobre los efectos de la triploidia en peces revelan que los
valores de crecimiento y viabilidad postlarvaria observados en los triploides respecto de sus
controles diploides, son variables segiin la especie. En general, el crecimiento de peces
triploides dependen de factores como edad, sexo y condiciones externas (Hulata, 2001;
Mori et al., 2006).

La induccion de triploidia se ha realizado en numerosas especies, de las cuales la
familia Salmonidae es la que presenta mayores estudios. En su mayoria éstos indican, que
individuos triploides en comparacion con diploides tienen un rendimiento igual o menor en
cuanto a sobrevivencia larvaria/juvenil, talla y peso (Overturf, 2009). Algunos antecedentes
desarrollados a partir de estudios sobre el efecto de la tripliodia en salmoénidos de
importancia econdmica se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3. Antecedentes sobre el efecto de la triploidia en salmonidos de importancia
comercial parte 1.

Especie Referencias Antecedente

Triploides pueden tener un comportamiento similar
Taylor J., Preston A., [respecto a diploides en cuanto a sobrevivencia,
Guy D. & Migaud H. [deformidad y rendimiento si se realiza un buen manejo

2011 en la etapa de incubacion y se selecciona a los
ejemplares reproductores.

Los smolt triploide pueden acelerar el proceso de
smoltificacion mediante un manejo en el fotoperiodo.
Existe un efecto en el crecimiento y la condicion de
Taylor J. etal 2011 [los triploides dado por la descendencia o familia.
Salmo salar Senala la necesidad de mas estudios para optimizar y
perfeccionar los protocolos de manejo y en general

(salmon . . , SRR
comprender mejor la fisiologia de salmon triploide.

atlantico)

Identifica un similar o bajo rendimiento de
sobrevivencia en etapa juvenil. En etapa adulta
(cultivo en jaulas en mar) Salmo salar presenta un
buen crecimiento, pero con bajas tasas de
Benfey, T. J. 2001 sobreviviencias y altas tasas de deformacion
mandibular. Sefiala que los peces triploides deberian
ser tratados como una nueva especie de manera que se
pueda identificar los requisitos Optimos para su
cultivo.




Tabla 3. Antecedentes sobre el efecto de la triploidia en salménidos de importancia

comercial parte 2.

Especie

Referencias

Antecedente

Salmo salar
(salmoén
atlantico)

Oppedal, Taranger &
Hansen, 2003.

Triploides presentan un rendimiento similar o mejor
que diploides (durante la etapa adulta) en condiciones
de cultivo intensivas en las que se emplearon
diferentes régimen de luz.

Friars et al., 2001.

Triploides presentan mayor variabilidad en parametros
de peso y talla respecto a diploides. Una mejora de la
poblacion triploide podria ser la seleccion de los
reproductores diploides que intervienen en su
reproduccion.

Johnston, Strugnell,
McCracken &
Johnstone, 1999

En triploides, parte del desarrollo muscular se
desarrolla antes que los diploides. No se encontraron
pruebas de que la triploidizacion  afecta
significativamente el tiempo de formacion de los
organos.

Benfey & Sutterlin,
1984.

Triploides y diploides no presentan diferencias en
crecimiento durante la etapa juvenil, no asi al llegar a
etapa adulta en la cual los triploides presentan un
mayor crecimiento.

Oncorhynchus
kisutch
(salmon coho)

Withler et al., 1998.

Triploides y diploides no presentan diferencias en
crecimiento durante la etapa juvenil, no asi al llegar a
etapa adulta (hasta los dos afios) en la cual los
triploides presentan un mayor crecimiento.

Withler et al., 1995.

Triploides y diploides no presentan diferencias en
crecimiento durante la etapa juvenil.

Johnson, Dickhoff &.

Utter, 1986.

Triploides y diploides no presentan diferencias en
crecimiento durante la etapa adulta (hasta los tres
anos).

Oncorhynchus
mykiss (trucha
arco iris)

Bonnet et al., 1999.

En todas las etapas, el peso corporal, longitud y factor
de condicion fue significativamente mayor en la trucha
arco iris diploide que en triploides. Esto también se
observo en la trucha marron.

Lincoln & Scott, 1984,

Triploides y diploides no presentan diferencias en
crecimiento durante la etapa juvenil, no asi al llegar a
etapa adulta (hasta los dos afos) en la cual los
triploides presentan un mayor crecimiento.
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Otra de las familias de importancia econémica en la cual se ha inducido la triploidia
es en los peces planos (Pleuronectiformes). El desarrollo del cultivo de peces planos es una
de las areas de diversificacion de especies en la acuicultura que esta actualmente a nivel
experimental en Chile, razon por la cual la evaluacion de los individuos triploides, en
algunas de estas especies, no estd completamente indagado. No obstante, existen estudios
en peces planos de importancia comercial, en los cuales se procura dar a conocer los efectos
que la triploidia conlleva, principalmente relacionados con el crecimiento (Tabla 4).

Tabla 4. Antecedentes sobre el efecto de la triploidia en peces planos.
Especie Referencias Antecedente

La manipulacion cromosémica de 6vulos y espermios
en el rendimiento de larvas de Paralichthys olivaceus
triploides y diploides ginogenéticos no presentan

Paralichthys | *°u etal 2000.

olivaceus diferencias en crecimiento larval.
lenguado sefiala que los individuos triploides presentan un
japonés crecimiento similar a su control diploide en estado
(hirame) Tabata et al., 1989. |juvenil y los adultos triploides crecen lentamente
respecto a los adultos diploides incluso en época de
desove
Describe que el crecimiento del lenguado Verasper
lenguado moseri triploide no es mejor que los diploides,
Verasper Mori et al., 2006. destacando que en estos casos el beneficio de la
moseri triploidia en esta especie podria estar orientados a la

calidad de la carne

Durante el primer afio de vida no hay diferencias
significativas de crecimiento entre triploides y
Cal et al., 2006. diploides. Posteriormente al afio, el crecimiento es
significativamente mayor en triploides, siendo éstas
mas marcadas durante la maduracion.

turbot Las actividades de los componentes del sistema
(Scophthalmus | Budifio et al., 2006. |inmune innato del turbot son similares en diploides
maximus) y triploides.

Los peces diploides y triploides de turbot no presentan
diferencias significativas en tasa de crecimiento
Vazquez et al., 2002. [(medidos en grupos de peces entre 9-39 y 6-25 meses
de edad). Existe una diferencia favorable a los
triploides al acercarse a la etapa de primera madurez.

La condicion de triploidia puede favorecer al crecimiento en varias especies de
peces planos en las que se da que la hembra alcanzan la talla comercial antes que los
machos, ya que se pueden presentar proporciones sexuales desviadas a favor de las
hembras al poseer dos genomas femeninos y uno masculino (Piferrer et al., 2000; Felip et
al., 2001; Martinez, 2005). En general, en algunas especies de peces planos se ha
identificado que el crecimiento en etapa juvenil no se diferencia significativamente entre
triploides y diploides, pero si al alcanzar la primera madurez (Tabata et al., 1989; Vazquez
et al., 2002; Cal et al., 2006). Al respecto se sefala la posibilidad de que sea necesario
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identificar cudles son las diferencias productivas que existen en cada etapa, entre triploides
y diploides, ya que como sefiala Benfey (1996), los peces triploides pueden tener requisitos
productivos diferentes a los diploides, y estos deben ser estudiados y discutidos a fin de
generar un manejo productivo 6ptimo.

3.4.- ANTECEDENTES DE LA EMPRESA

Una de las empresas productoras de turbot en Chile es Seafood Resource Chile S.A.
(S.R.C.), el centro de cultivo se emplaza junto al borde costero en la Ruta 5 Norte, km. 183,
Los Molles, V Region de Valparaiso (Fig. 3).

1' 32°15'00.22" S 71°29'10.86" O |

St ooihioiene ot P e “:' A AR il =
Figura 3. Ubicacion de instalaciones de S.R.C. Fuentes: Google Earthy Sematur

El sistema de cultivo de turbot, en S.R.C., integra las etapas de produccion de
juveniles (hatchery), etapa de pre-engorda y engorda. De forma complementaria al cultivo,
existe una planta que permite el procesamiento de la cosecha. A demads, la empresa
comparte sus instalaciones con South Pacific Abalone S.A., filial productora de abalon, la
cual posee su centro de cultivo en el sector sur del predio.

3.4.1.- Proceso productivo

El proceso se inicia con la recepcion de los ejemplares reproductivos en salas
previamente acondicionadas en el sector de cria (hatchery). Cuando los reproductores estan
en etapa reproductiva, se procede a realizar la fertilizacion de los huevos en la sala de
incubacion. Si los huevos fecundados estan en un nivel de densidad aceptable y presentan
un desarrollo 6ptimo, con larvas aparentemente viables, estas contintan el ciclo productivo
pasando a la etapa de cultivo larval, post-larval y juveniles, etapa final del proceso de cria y
luego del cual los peces juveniles pasan al sector de pre-engorda, posteriormente engorda y
finalmente, a procesamiento en planta, donde se obtiene el producto final (Fig. 4). Mayor
detalle del proceso productivo ver anexo uno.
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Figura 4: Proceso productivo del turbot (S. maximus). Fuente: S.R.C.

3.4.2.- Manejos y condiciones de cultivo en etapa juvenil.

Las condiciones de cultivo (tipo y volumen de los estanques, temperatura, oxigeno,
iluminacion y alimentacion) y manejos efectuados durante la etapa juvenil son aplicados
igualmente a batch triploides y diploides, los cuales se mantienen en estanques separados
(Tabla 5).

Respecto a los muestreos estos se realizan desde los 45 hasta los 90 a 120 dias de
edad, periodo que corresponde a la etapa juvenil. Este consiste principalmente en el pesaje
de un grupo de peces en un volumen de agua conocido. El nimero de peces muestreados
varia de acuerdo a la talla que presenten los peces, siendo mayor para peces pequefios (100
aproximadamente en peces de un gramo) y menor para los juveniles de mayor tamafio (50
aproximadamente en peces de cinco gramos). La periodicidad con la cual se realiza el
muestreo es en intervalos de cinco a siete dias, contados desde el primer muestreo. El
resultado obtenido del muestreo se extrapola al total de los individuos del estanque y se
registra en una planilla Excel para cada batch en proceso productivo.
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Tabla 5. Condiciones de cultivo etapa juvenil.

Densidad de cultivo 1500 individuos/m”3
Oxigeno 85-100% saturacion
Temperatura 20 °C
No3, No-2 y NH4 Control semanal
Mortalidad Control diario

Alimentacion (manual) | cada 15 a 30 minutos a saciedad

Calibre alimento 1,5,2,0,4,0 y5,0 mm

Limpieza de estanques Semanal

Fuente: S.R.C.

3.4.3.- Proyecto de innovacion biotecnolégica

En varias especies ya se ha demostrado la factibilidad de producir peces triploides
en condiciones de cultivo intensivas (Cal et al. 2006). Seafood Resource Chile S.A.
(S.R.C.) por medio de su proyecto de innovacion biotecnologica “Produccion comercial de
triploides mediante técnicas de manipulacion cromosomica, para turbot (Scophthalmus
maximus) y abalon rojo (Haliotis rufescens)”, (codigo de proyecto innovachile de CORFO
204-4046) (CORFO, 2007), inicid este tipo de cultivo con una produccion de triploides que
ha significado alrededor del 20% del total de los peces cosechados a preengorda por el
hatchery con porcentajes de triploidia sobre el 90% y sobrevivencias aceptables,
reconociendo que los peces triploides no poseen una condicidon sanitaria inferior a la de
diploides.

El proyecto, ejecutado por S.R.C. se efectud con el objeto de generar dos nuevos
productos tales como juveniles y semillas triploides de turbot y abalon rojo
respectivamente, los cuales dado sus caracteristicas implican una mejora sustancial del
proceso de produccion, optimizando su competitividad debido a una probable baja en sus
costos de produccion.

Los objetivos técnicos desarrollados en el proyecto fueron formular un protocolo de
induccion a la triploidia (90% eficiencia) para ambas especies, con una sobrevivencia
larvaria de 60%, establecer metodologias eficientes de evaluacion de ploidia e identificar
los efectos de la triploidia en el crecimiento. Los resultados obtenidos permitieron
desarrollar un protocolo de induccion a la triploidia en Turbot, con porcentajes de triploidia
superiores al 90% y sobrevivencia relativa sobre el 80%, establecer el mejor método
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identificador de ploidia y en cuanto a las diferencias en el crecimiento de individuos
triploides y normales (diploides), se indica que en los batch producidos y evaluados (desde
los 7 hasta los 17 meses de edad) de triploides y diploides (nueve batch triploide y dos
batch diploides), se observo que los triploides demostraron un menor rendimiento al inicio,
alcanzando el rendimiento del batch diploide al final de la etapa. Con esto concluye que aun
es necesario hacer un seguimiento al crecimiento de individuos triploides hasta la etapa de
madurez, siendo necesario evaluar cada etapa productiva, de manera que, ademdas de
identificar las diferencias en el crecimiento se pueda identificar si es necesario efectuar
protocolos de manejo diferentes, apuntando a explotar al maximo los beneficios
fisiologicos de los peces triploides.
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4.- MATERIALES Y METODOS

Se evalud el crecimiento de turbot triploides respecto a diploides a partir de datos de
muestreo de peso promedio registrados durante la etapa juvenil por la empresa Seafood
Resources Chile S.A. (SRC). Con los datos y las variables disponibles se procedid a
construir las bases de datos estructuradas para ser analizadas estadisticamente (dos set de
datos), previo disefio del modelo estadistico a aplicar. Cabe senalar que la variable
analizada corresponde al peso promedio observado en un grupo de peces de un mismo
estanque y no al peso individual de cada pez.

4.1.- BASE DE DATOS

Se construyeron dos set de datos de muestreo de peso promedio a partir de datos
otorgados por SRC. El primero de ellos corresponde a registros histéricos de produccion,
mientras que el segundo corresponde a un ensayo experimental de batch de hermanos
completos.

Respecto de los registros historicos de produccion, los cuales constituyeron
aproximadamente seis set de datos por afio (2007, 2008 y 2009), en total se analizaron
3.617 registros correspondientes a la etapa de produccion de juveniles (hatchery), con 572
registros de peso para peces triploides (T) y 3.045 para peces diploides (D) (Tabla 6).

Tabla 6. Numero de observaciones de peso promedio muestreado de cada afio y ploidia.

PLOIDIA
ANO T D TOTAL
2007 55 1.445 1.500
2008 76 582 658
2009 441 1.018 1.459
TOTAL OBS. | 572 | 3.045 3.617

Donde T = triploide y D = diploide.

De la base de datos historico se identificaron seis variables de produccion que
podrian explicar de forma individual o combinada la variacion del crecimiento en peso de
los peces. Estas variables fueron afo, edad, batch, ploidia, estanque y fecha de muestreo,
éstas se describieron e identificaron segiin tipo de variable y nimero de observaciones
(Tabla 7). Los batch se identifican segiin “afo-mes-dia” en la cual se llevo a cabo la
fertilizacion encontrandose en el grupo de datos del 2007, 2008 y 2009 un total de 18, 10 y
20 batch respectivamente (Anexo 2). La ploidia del batch se distingue con una letra seglin
sea triploide (T) o diploide (D). Las fechas de muestreo registradas se realizan cada siete o
cinco dias contados desde el ultimo muestreo. El rango de edad al que corresponden las
observaciones es de entre 39 y 135 dias desde la fecundacion.
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Tabla 7. Descripcion de las variables identificadas del set de datos historicos.

Variables ANO EDAD (Dias) BATCH
Tipo d Cuantitativa Cualitativa,
11.)0 € Discreto Continua Discreta,
variables . .
ordinal Nominal
N° de niveles 3 81 48
o 2007, 2008 Rango de edad Fecha de
Descripcion 2009 entre 39-135 fecundacion
y dias. (afio/mes/dia).
. : FECHA
Variables PLOIDIA | ESTANQUES MUESTREO.
Cualttativa, Cualitativa
Tipo de Discreta, Cuantitativa, . ’
. . . . Discreto
variables Nominal | Discreto ordinal :
s ordinal
dicotdmica
N° de niveles 2 74 135
T (triploide) | Enumerados del Para cada
Descripcion 0 1-56 ydel 61- | estanque por
D (diploide) 78. los tres afos.

Para el analisis estadistico, se construyd una base de datos final, la cual reune la
informacion de los tres afios en una planilla de Excel estructurada en siete columnas en las
que se identifica el afio, batch, ploidia, estanque, fecha de muestreo, edad y peso promedio

(Fig. 5).

(=) planilla datos SRC - Microsoft Excel =

A B E E E G H

1 ANO . BATCH . Ploidl’a; ESTANQUE' FECHA MUESTREO.' EDAD (Dias) & PESO PROM 'I

2 2007 06-12-10 D 35 08-ene 29 0,59

3 2007 06-12-10 D 36 08-ene 29 0,58

4 2007 06-12-10 D 37 08-ene 29 0,60

5 2007 06-12-10 D 38 08-ene 29 0,62

6 2007 06-12-10 D 39 08-ene 29 0,60

7 2007 06-12-10 D 35 29-ene 50 1,40

8 2007 06-12-10 D 36 29-ene 50 1,40

2l 2007 06-12-10 D 37 29-ene 50 1,70

10| 2007 06-12-10 D 38 29-ene 50 1,36

11| 2007 06-12-10 D 39 29-ene 50 1,61

12| 2007 06-12-10 D 40 29-ene 50 1,32

13| 2007 06-12-10 D 35 05-feb 57 24

14 | 2007 06-12-10 D 36 05-feb 57 2,1

15| 2007 06-12-10 D 37 05-feb 57 2.3

16 | 2007 06-12-10 D 38 05-feb 57 1.9

17| 2007 06-12-10 D 39 05-feb 57 2,4

Figura 5. Imagen de la base de datos historica final presentada en planilla Excel.
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Respecto del ensayo experimental de grupos de hermanos completos realizado en el
afio 2010, cabe sefialar que hubo tres intentos de fertilizaciéon, buscando obtener una
sobrevivencia larval aceptable (80%). Las fertilizaciones se efectuaron los dias 15, 21 y 24
de agosto, de las cuales la tltima fue aprobada, generando un batch (10/08/30) con una
sobrevivencia del 80% de larvas viables (Tabla 8). Del batch 10/08/30, se obtuvo un total
de 28 observaciones de peso promedio medidos entre los meses de octubre y diciembre,
con peces entre los 40 y 100 dias de edad (Fig. 6).

Tabla 8. Antecedentes del ensayo experimental de grupos de hermanos completos.

%
Inicio de la prueba Sobrevivencia | Evaluacion
é Primer (15/08/2010) 70% Rechazada
2 Segundo (21/08/2010) 50% Rechazada
&= | Tercer (24/08/2010) 80% Aprobada

E’;‘ Set de datos prueba 2010 - Microsoft Excel
¢ E G
1 Ploidia | ESTANQUE | FECHA MUESTREO. [EDAD (Dias) | PESO PROM
2 D 49 09-oct a0 0.6
3 D 51 09-oct 40 0.8
4 | D 29 18-oct 50 11
5 D 51 19-oct 50 13
6 D 29 03-nov 85 24
7 D 51 03-nov 685 29
B D 43 08-nov 70 3.3
9 D 51 08-nov 70 42
10 D 1 18-nov 80 54
11| D 2 18-nov 30 51
12 | D 1 28-nov a0 96
13 | D 2 28-nov 30 84
14 | D 1 08-dic 100 115
15 D 2 08-dic 100 10
16 T 45 09-0ct 40 0.5
17 T a7 0%-oct 40 05
18 T 45 189-oct 50 08
19 | T a7 19-oct 50 14
20 | T 45 03-nov 85 18
21 | T a7 03-nov &5 25
2 T 45 08-nov 70 24
23 T a7 08-nov 70 34
24 T 3 18-nov 80 48
25 T s 18-nov 80 37
26 T 3 28-nov 30 83
27 | T 4 28-nov 90 6.8
28 | T 3 D8-dic 100 115
29 T 4 DE-dic 100 10

Figura 6. Imagen de la base de datos final del ensayo experimental de grupos de hermanos
completos realizado en el afio 2010 presentada en planilla Excel.

Los parametros temperatura y oxigeno, durante el ensayo experimental fueron
medidos diariamente con el objeto de registrar la condicion de cultivo (Anexo 2).
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4.2 ANALISIS ESTADISTICO.

Para identificar el efecto que tienen las variables y sus interacciones sobre el peso,
se aplicd un modelo lineal generalizado (SAS, Statistical Analysis Systems Institute Inc.,
2002) diferente para cada grupo de datos. De forma complementaria, al grupo de datos del
ensayo, se le realizd un analisis aplicando la formula empleada por Vazquez et al (2002)
para calcular la tasa de crecimiento (TC).

TC = [(In pT — In pt) / (T — t)]*100

Donde:
pT y pt representan los pesos medios en los muestreos efectuados en los tiempos final (T) e
inicial (t) y (T - t) es la diferencia de dias transcurridos entre ambos controles.

Cabe senalar que en el analisis de datos por SAS, el batch se identifica con una
denominacion diferente, siendo esta “mes (afio)”.

4.2.1 Modelo estadistico datos historicos

Wijk1=U+Ai +B(A)j+Pk+ be Ey+ PE 1+ ¢ ikl
Donde:
W i k1t Representa el peso promedio de los peces muestreados en el estanque.; v: Media
general de las observaciones; A ; : Efecto del afio; B(A) j : Efecto del batch dentro de afio;
P« : Efecto de la ploidia; E,;: Efecto de la edad; be: Representa el coeficiente de regresion
de w sobre E; PE i, : Efecto de la interaccion ploidia (P) edad (E) y €« : Representa el
error experimental.

4.2.2 Modelo estadistico datos ensayo grupo de hermanos completos de un mismo
batch

Wij =v+Pi+ beEj+PEij +&;;
Donde:
W ;i j: Representa el peso promedio de los peces muestreados en el estanque.; v: Media
general de las observaciones; P;: Efecto de la ploidia; E;: Efecto de la edad; be :
Representa el coeficiente de regresion de w sobre E; PE : Efecto de la interaccion ploidia
P yedad E y €;: Representa el error experimental.

4.2.3 Definicion de hipotesis de trabajo (HO).

Ho: PT > PD; el peso promedio de triploides es mayor o igual al de peces diploides
(PT=peso promedio triploide; PD = peso promedio diploide).

Sea Ho: “La condiciéon de triploidia de peces turbot (Scophthalmus maximus),
genera diferencias favorables en el peso promedio respecto a individuos diploide”.
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5.- RESULTADOS

5.1.- ANALISIS DEL. MODELO ESTADISTICO

Los resultados arrojados mediante el procedimiento de Analisis General Lineal
(GLM) efectuado mediante el programa computacional SAS indican que ambos modelos,
de datos historicos y ensayo, explican gran parte de la variacion de peso observado, con un
85% y un 88% respectivamente. Entre cada grupo de datos analizados se observan
diferencias en los resultados que se atribuyen principalmente a la cantidad de variables y
datos observados.

5.1.1.-Datos historicos

El analisis estadistico de los datos historicos indic6 que la variabilidad del peso
alrededor del promedio depende significativamente de los efectos del afio, el batch, ploidia
y de la interaccion edad*ploidia (Tabla 9).

Tabla 9. Niveles de significacion del efecto de los factores del modelo para datos historicos,
utilizando procedimiento GLM del software SAS.

Fuente DF Tipomiss Cvadrado o yilor  Pr>F
de la media

Afio 2 860,938 430,469 233,36 <,0001

mes(afio) 17 3303,664 194,333 105,35 <,0001

Ploidia 1 196,315 196,315 106,42 <,0001

edad*ploidia 2 26705918  13352,959 723873  <.0001

Los pesos medios del efecto afio fueron significativamente diferentes (p < 0,001)
con una media observada para los afios 2007, 2008 y 2009 de 3,68, 4,69 y 5,59 gramos
respectivamente (Fig.7). De igual forma ocurre al observar los pesos medios de cada
ploidia, con una media de 4,90 = 0,071 gramos en diploides y 4,41 £+ 0,038 gramos en
triploides (Fig. 6).
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Figura 7. Estimacion de minimos cuadrados del peso promedio (LSMEAN) del efecto afio.
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Figura 8. Estimacion de minimos cuadrados del peso promedio (LSMEAN) de efecto
ploidias.

Los valores de crecimiento en peso observados en el andlisis GLM para cada ploidia
en interaccion con la edad, indican que estas presentan una pendiente positiva,
significativamente diferentes entre si (p < 0,001) de acuerdo al contraste de homogeneidad.
El estimado del parametro edad*ploidia D (diploide) y T (triploide) es de 0,16 y 0,19
respectivamente. El batch (mes (afio)) tiene un efecto significativo si estos corresponden a
los meses mas calidos (diciembre, enero y febrero) (Anexo 4).
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5.1.2 Datos ensayo grupo de hermanos completos de un mismo batch

No se encontr6 efecto significativo de la ploidia y de la interacciéon edad*ploidia
sobre el peso. El analisis estadistico arrojo que la variabilidad del peso alrededor del
promedio depende significativamente del efecto edad (p < 0,001) (Tabla 10).

Tabla 10. Niveles de significacion del efecto de los factores del modelo para datos de
ensayo, utilizando procedimiento GLM del software SAS.

Tipo 111 Cuadrado
Fuente DF SS de la media F-Valor Pr>F
ploidia 1 0,009 0,009 0,01 0,9431
Edad 1 317,299 317,299 190,46 <,0001
edad*ploidia 1 0,102 0,102 0,06 0,8065

Los pesos medios observados, del andlisis GLM para cada ploidia, son
significativamente diferente de cero, con valores que se consideran cercanos y que son de
4,76 gr. en diploides y 4,19 gr. en triploides, con un error estandar de 0,34 para cada
ploidia. Los valores de crecimiento de los pesos promedios observados en el analisis GLM,
en el contraste de homogeneidad de las pendientes, para cada ploidia en interaccion con la
edad, indicaron que estas presentan una pendiente positiva y similar, (no se encontraron
diferencias significativas) (anexo 4).

Al graficar los pesos promedio observados para cada edad en las diferentes ploidias
se tiene que el comportamiento en cuanto a crecimiento es muy similar diferenciandose
principalmente en el valor de los peso al inicio y al final del ensayo (Fig.9). El efecto de la
ploidia en peces hermanos, en este caso, no es significativo y esto se puede deber a que
estadisticamente los datos no son representativos (insuficientes datos y el valor del peso
promedio entregan un enfoque muy general). Al analizar los datos aplicando la férmula de
tasa de crecimiento es posible distinguir las diferencias que existen entre ambas ploidias.
La tasa de crecimiento en triploides es superior que en diploides (Tabla 11). Con los datos
analizados no es posible detectar algin efecto sobre el crecimiento dado por la condicion de
hermanos completos.
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Figura 9. Peso promedio por edad para cada ploidia para los datos del ensayo realizado en
el ano 2010.

Tabla 11. Tasa de crecimiento observado durante el ensayo.

Ploidia Peso inicial | Peso final Tz{sa.de
(gr.) (gr.) crecimiento
Diploides 0,7 10,75 4,55
Triploides 0,5 10,75 5,11
Tasa de crecimiento por periodo

Rango Edad (dias) Diploide Triploide
40-50 5,390 < 6,419
50-65 5,282 < 5,445
65-70 6,944 > 5,985
70-80 3,365 < 3,822
80-90 5,390 < 6,136
90-100 1,777 < 3,144
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6.- DISCUSION

La poliploidizacion como herramienta productiva en la acuicultura requiere de
mayor desarrollo de antecedentes que permitan evidenciar los cambios que se logran al
emplearla, principalmente en el cultivo de nuevas especies. De esta forma en el presente
estudio se exponen analisis estadisticos de datos de peso de turbot (S. Maximus) triploides y
diploides registrados por SRC durante la etapa de cultivo juvenil (bajo condiciones
controladas y en sistema cerrado de recirculacion de agua de mar).

Respecto a los analisis, en los datos historicos, es preciso indicar que las variables
del modelo tienen un efecto sobre la variable peso sin haber correlacion significativa entre
¢éstas y que el analisis realizado a estos datos permitieron generar un resultado con un error
minimo, al considerar el efecto de todas las variables sobre la variable dependiente peso y
al proporcionar un niimero de observaciones no depreciable (3.617 observaciones). El
grupo de datos del ensayo, por el contrario, deja fuera el efecto de otras variables. Es decir,
el analisis considera principalmente al efecto de la ploidia, con un nimero de observaciones
menor (28 observaciones), lo cual consecuentemente arroj6 resultados, del andlisis
estadistico, diferentes respecto a los obtenidos de los datos histéricos, principalmente en la
falta de explicacion del efecto de la interaccion edad x ploidia. Sin embargo, al emplear la
formula de tasa de crecimiento (TC) se pudo observar la similitud de los resultados
obtenidos en ambos grupos.

En el grupo de datos historico el analisis del efecto afio, permite suponer que en el
crecimiento de los peces existe un efecto dado por probables mejoras en el manejo de
factores incidentes en el proceso productivo o por otras variantes existentes entre los afios
(e.g. temperatura), ya que se observa un aumento progresivo del peso medio entre los afios
2007, 2008 y 2009 con 3,68, 4,69 y 5,59 gramos respectivamente. Otro efecto que puede
ser considerado en el crecimiento es la estacionalidad de los batch producidos, ya que
durante los meses mas calidos (diciembre, enero y febrero) existen efectos estadisticamente
significativos en el peso, pues la temperatura del agua es un factor importante en el
crecimiento de los peces con rangos Optimos que pueden variar segun el origen y talla
(Brett & Groves, 1979; Corey et al., 1983; Van Ham et al., 2003).

Respecto al peso promedio observado, el analisis de los datos indicd que los turbot
triploides durante la etapa juvenil no presentan un aumento de éste bajo condiciones
productivas. Sin embargo, los estimados (pendientes) observados de la interaccion edad x
ploidia del grupo de datos histéricos (0,16 en diploide y 0,19 en triploide) y la tasa de
crecimiento (TC) determinada en el grupo de datos del ensayo (TC triploide = 5,11; TC
diploide = 4,55), demuestran que los triploides, los cuales inicialmente estan en un peso
menor, alcanzarian el peso de los diploides a medida que aumentan de edad (al final de la
etapa), reconociendo que a mayor edad los turbot triploides alcanzarian a sus pares
diploides, concordando con lo senalado por otros autores respecto al hirame (Paralichthys
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olivaceus) (Tabata et al., 1989) y el lenguado (Verasper moseri) (Mori et al., 2006),
coincidiendo ademas, por lo sefialado por Vazquez et al., (2002) y Cal et al., (2006)
respecto a que existe una diferencia de crecimiento favorable a los turbot triploides a mayor
edad. Sin embargo, ellos especifican que esta diferencia es notoria sélo al acercarse a la
etapa de primera madurez, lo cual se difiere, ya que, esta tendencia favorable a los turbot
triploides es observada también en la etapa juvenil con peces de hasta 120 dias de edad y
peso promedio que bordea los 18 gramos.

Como muestran los resultados y varios estudios realizados sobre crecimiento en
peces triploides es notable que en algunas especies no exista una diferencia significativa
favorable del peso en triploides respecto a diploides. El beneficio de producir triploides en
estos casos se puede deber principalmente a la condicion fisiologica que estos alcanzan al
acercarse la talla de madurez sexual, pues al ser estériles no se evidencia la condicion post-
reproductora sefialada por Cal et al.,, (2006), permitiria retrasar las cosechas y
consecuentemente obtener mayores tallas (Cal et al. 2005).
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7.- CONCLUSION

La evaluacion del crecimiento de peces triploides y diploides de turbot (S. maximus)
realizada sobre el grupo de datos historicos y del ensayo con hermanos completos, durante
la etapa juvenil en condiciones de cultivo, muestran que el crecimiento en peso de peces
triploides es menor respecto a los diploides. Es decir, la condicion de triploidia de peces
turbot no genera diferencias favorables en el peso promedio respecto a individuos diploide
durante la etapa juvenil.
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ANEXO 1

S.R.C.: CULTIVO EN HATCHERY

El area de Hatchery, con una capacidad anual de mas de 1.000.000 de juveniles, esta
compuesta por sectores complementarios al cultivo, las que corresponden a salas de
microalgas, rotiferos y artemias; y los sectores primarios que comprenden a las secciones
de reproductores, incubacion, larvas, post-larvas y juveniles.

Reproductores
Los reproductores son provenientes del Mar del Norte y algunos producidos en la

piscicultura. Los stocks de reproductores potenciales deben renovarse en forma regular. Los
reproductores son confinados en salas acondicionadas en foto y termo periodo, permitiendo
controlar los estados de madurez de los ejemplares.

La densidad por estanque es de 3 a 10 kg/m3 Aqui se considera las condiciones
templadas de temperatura, salinidad, pH del agua de mar, iluminacion (intensidad, cantidad
y calidad de luz) y el régimen alimentario estricto.

La dieta se basa en alimento elaborado a partir de pescado fresco o congelado como
jurel, sardina y anchoveta entre otros, harina de pescado, aceites esenciales, vitaminas y
minerales. La alimentacion es diaria de forma manual procurando entregar el alimento a
saciedad, lo cual varia segtin el estado reproductivo.

Incubacién

En esta seccion se realiza la fecundacion e incubacion. La fecundacion es realizada
en acuarios luego de la extraccion manual de los gametos masculinos y femeninos, por
medio de masaje ventral de los reproductores. La fecundacion puede ser normal o triploide,
de acuerdo con los requerimientos de la empresa. La triploidia es obtenida por la técnica de
shock térmico con temperaturas entre 0° C y -1°C.

Los ovocitos aptos para la fecundacion son traslucidos con un diametro de entre 1 y
1,5 mm, y flotan gracias a la presencia de una gota de aceite. La esperma dispuesta para la
fertilizacion, a la vista, debe ser poco diluida y la motilidad de los espermios debe ser
comprobada por observacion microscopica por la persona a cargo.

La densidad promedio del cultivo es de 2.000 huevos/L. Con una temperatura entre
13 a 16° C. Luego de realizada la fecundacion los huevos viables son transportados a las
incubadoras previamente acondicionadas con agua en calidad dptima, por seis a ocho dias.

Crianza Larval

Las larvas al eclosionar miden entre dos a cuatro mm, se mantienen en la superficie
del agua y tienen un peso aproximado de 0,3 mg. Se siembran a una densidad aproximada
de 5.000 a 6.000 larvas/m3 a una temperatura que esta entre los 20 a 22° C.
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Al transcurrir dos dias los peces ya han desarrollado los mecanismos necesarios
para empezar la alimentacion exdgena. Es en esta etapa que se inicia la alimentaciéon en
pequenias dosis de rotiferos. A medida que crecen y desarrollan la habilidad para
alimentarse se les entrega como alimento nauplios y metanauplios de Artemia.

Post-larva

A los 25 dias aproximadamente los peces pasan a la etapa de post-larva. En esta
etapa los peces miden entre uno a tres cm. La densidad del cultivo en esta etapa es de 2.000
a 4.000 individuos / m3. El alimento entregado es pellet comercial de calibre entre 0,3 y 0,8
mm.

Seccion Rotiferos
EL cultivo de rotiferos se realiza de forma complementaria, permitiendo proveer de
alimento a las larvas. Las especies cultivadas son Brachionus rotundiformis o B. plicatilis.
Necesita de un control de salinidad y temperatura riguroso (25° C
aproximadamente). Son alimentados con levaduras y microalgas (Nannochloris sp). A
demas, son enriquecidos con el objetivo de incrementar el valor nutritivo suministrado a las
larvas.

Seccion Microalgas

La especie utilizada como alimento para artemias y rotiferos es Nannochloris sp..
Su cultivo se inicia manteniendo un control sobre la luz y el manejo, evitando la
contaminacion del medio.

Seccion Artemias
En la sala de artemias hay dos tipos de estanques, el de eclosion se mantiene a una

temperatura entre 29 y 30°C y el de nauplios, que se encuentra a una temperatura entre 23 y
25°C.

Juvenil

Cerca de los 45 dias pasan al sector juvenil peces previamente seleccionados por
tamafo y apariencia. Luego estos se reparten homogéneamente de acuerdo al batch que
corresponda, a los estanques previamente acondicionados para su recepcion (los batch no se
mezclan).

La densidad de cultivo es de aproximadamente 1.500 individuos / m3 y la
temperatura bordea los 20° C. Los peces son alimentados manualmente con pellet en lapsos
de 15 a 30 minutos a saciedad. Al llegar a un peso de 8 a 10 gm, lo cual ocurre a los 90 dias
de edad aproximadamente, los peces pasan al sector de pre-engorda.
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PRE-ENGORDA

El pre-engorde es la fase del proceso productivo intermedia entre la cria y el
engorde. Se realiza en instalaciones situadas en tierra, proximas a la costa. Las condiciones
de cultivo son similares a la engorda. La alimentacioén es manual a saciedad y depende del
apetito de los peces, el cual varia segun la estacion del ano y estado reproductivo. Al
finalizar el proceso de pre-engorda, los turbots han alcanzado un peso aproximado de 900
gr pasando al sector de engorda donde los peces llegaran al peso comercial.

ENGORDA

El engorde abarca desde el tamafo de recepcion hasta que alcanza el tamafio de
cosecha el que se encuentra entre los 0,5 hasta los cuatro kg aproximadamente. Su tasa de
crecimiento varia entre 8 a 12% mensual y su factor de conversion varia entre 0,9 a 1,5.

PLANTA

Los peces cosechados son transportados en bins con hielo escama a bajas
densidades. El proceso de transformacion es realizado en la planta, dependiendo de los
productos requeridos por el mercado. La planta permite mantener un control estricto de las
normas sanitarias, asegurando la condicion de envio del producto.

DESCRIPCION DE LA INFRAESTRUCURA: HATCHERY

El area Hatchery esta dividido en ocho sectores: reproductores, incubacion, larvas,
post-larvas, juveniles, rotiferos, artemias y microalgas. Los reproductores se encuentran en
salas de ambiente controlado, en estanques cuadrados de 16 x 16 x 0,8 m. Junto a estas, se
encuentra la sala de incubacion con estanques negros cilindro-conicos de 90 litros
aproximadamente. Estas dos secciones se encuentran con un suministro de agua
proveniente de un sistema de recirculacion.

Los sectores larvas, post-larvas y juveniles se encuentran en un mismo espacio. En
el sector larvas se encuentran estanques circulares negros, para facilitar la captura del
alimento, con una capacidad de 4000 litros aproximadamente, mantenido por un sistema de
circulacion abierto de caudal bajo, sin flujo. Las post-larvas son mantenidas en estanques
verdes cuadrados de 2 x 2 x 0,3 m. El sistema de circulacion se comparte con el de larvas,
con la diferencia que en estos hay un flujo mayor y continuo. La seccidon de juveniles posee
un sistema de recirculacion que funciona exclusivamente para esta seccion y los estanques
son de las mismas caracteristicas que el de post-larvas.

Cada sector posee las instalaciones necesarias para su funcionamiento, de acuerdo a

los parametros de cultivo, de mantencion y requerimientos sanitarios. A demads, el hatchery
cuenta con un laboratorio para analisis patologico equipado.

33



ANEXO 2

Tabla: Batch observados por afo.

ANOS

BATCH (aiio/mes/dia)

N°
Batch/aiio
07-01-11 07-03-14 07-04-16 07-04-22 07-04-27 07-04-28
2007 | 07-06-17 07-06-18 07-06-25 07-08-19 07-08-26  07-09-03 18
07-09-04 06-12-10 06-12-11 06-12-20 06-12-21 06-12-25
2008 08-02-28 08-05-02 08-05-05 08-07-08 08-08-23  08-08-26 10
08-10-11 08-10-12  08-10-15 07-12-22
09-02-04 09-02-07 09-02-10 09-02-21 09-04-08 09-06-15
2009 09-06-07 09-06-26 09-08-17 09-08-25 09-08-26 09-10-10 20
09-10-19  09-10-22 09-11-02 08-12-06 08-12-18  08-12-22
08-12-25 08-12-31
TOTAL 48
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ANEXO 3

Temperatura y oxigeno medido durante la prueba para el batch 10/08/30. El oxigeno
observado se mantuvo entre el 100-120% de saturacion durante las etapas evaluadas en
hatchery (larvas, post-larvas y juveniles). La temperatura de igual forma se mantuvo
principalmente entorno a los 20°C.
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Figura. Porcentaje de saturacion de oxigeno observado durante la etapa larval.
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Figura. Temperatura (°C) observada durante la etapa larval.
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Figura. Temperatura (°C) observada durante la etapa juvenil.
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ANEXO 4

Resultados arrojados del analisis GLM por medio del software SAS (Statistical

Analysis Systems) del analisis de los datos historicos y de ensayo 2010:

Tabla. Test de homogeneidad de pendientes de la interaccion edadxploidia datos

hitoricos.
Contraste DF | Contraste SS Cuadradf) dela F-Valor | Pr>F
media
Test homogeneidad
de pendientes 1 157,4 157.,4 85,34 | <,0001

Tabla. Analisis GLM de los parametros edad*ploidia y batch.

Error

Parametro Estimado estandar Valor t Pr > |t|
edad*ploidia D 0,16 0,0015 107,01 <,0001
edad*ploidia T 0,19 0,0032 59,02 <,0001
mes(ano) 1 2007 3,05 0,2397 8,57 <,0001
mes(ano) 12 2007 2,8 0,227 12,36 <,0001
mes(ano) 12 2008 -0,95 0,1911 -4,98 <,0001
mes(ano) 2 2008 -1,39 0,1882 -7,4 <,0001
mes(ano) 12 2009 1,75 0,1251 13,96 <,0001
mes(ano) 2 2009 0,74 0,1026 7,2 <,0001

Tabla. Test de homogeneidad de pendientes de la interaccion edadxploidia datos
ensayo 2010.

Contraste DF | Contraste SS Cuadradf) dela F-Valor | Pr>F
media
Test homogeneidad
de pendientes 1 0.102 0.102 0.06 0.8065
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Tabla. Analisis GLM de los pardmetros edad*ploidia, ploidia y edad del grupo de

datos del ensayo 2010.
Error

Parametro Estimado estandar Valor t Pr > |t|
edad*ploidia D 0,006 0,0247 0,25 0,8065
edad*ploidia T 0,00 - - -
ploidia D 0,13 1,816 0,07 0,94
ploidia T 0,0 - - -
Edad 0,167 0,175 9,58 <,0001
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