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I. RESUMEN EJECUTIVO

Este proyecto es un intento pionero en Chile por desarrollar 18 produccion de biomasa y
quistes g:le Artemia de calidad apropiada para su uso en acuicultura, especificamente en
larvicultura de peces y crustaceos, como actividad complementaria a la produccion de sal
por evaporacion que en las salinas ubicadas entre Cahuil y La Villa (Pichilemu) se realiza
desde epocas pre-Hispanicas. '

A pesar de que la actividad propuesta esta limitada por razones ambientales (necesidad
de alta tasa de evaporacion durante la temporada estival, y las inundaciones invernales)
los resuitados obtenidos durante tres temporadas productivas son alentadores y sefialan la
factibilidad técnico bioidgica de desarroliar el cultivo de Artenmia a escala comercial.

Durante la ejecucion de proyecto (temporadas 2003 — 2004, 2004 — 2005 y 2005-
2006) debieron evaluarse diversos aspectos relacionados con el cultivo de Artemia, entre
los que se destacan: i) densidad de inoculacion de nauplios; i) sistema de cuitivo (mono y
multiciclo); iii) cultivo masivo de microalgas en terreno; iv) evaluacion de distintos
fertiizantes y sus dosificaciones; v) sistema de recoleccion de quistes; vi) cosecha de
biomasa; vii) procesamiento y evaluacion de quistes y biomasa; viii) empaque de quistes y
biomasa. En el sistema mono-ciclo que fue utilizado durante la pnmera temporada,
nauplios de Artemia fueron inoculadas solo una vez durante la estacion. Mientras que en
el sistema multi-ciclo (2004-2005 y 2005-2006) ias unidades productivas fueron drenadas
y reinoculadas en tres oportunidades durante [a temporada.

La temporada 2003 - 2004 se modificaron parcialmente seis unidades productivas,
lo que permitié contar con un volumen de cultivo de 39,79 m’. Mientras que para la
temporada 2004 — 2005 se conto con tres estanques profundizados totalmente {(mediante
excavacion), obteniéndose un volumen total de 217,8 m’ destinados al cultivo de Artemia.
Los resultados obtenidos para la primera y sequnda temporada fueron de 111 g de quistes
(ww) y 6.500 g de biomasa (ww), y 3.084 g (ww) de quistes y 15.000 g (ww) de biomasa,
respectivamente. De acuerdo a estos resuitados, el incremento del volumen disponibie
para el cultivo de Artemia en 5,5 veces se tradujo en un incremento de 75, 5 y 2,32 veces
en la produccion de quistes y biomasa, respectivamente. Finaimente, durante la extension
del proyecto (octubre de 2005 a julio de 2006) se cosecharon 800 g de quistes y 23.800 g
de biomasa, ambos sobre la base de peso himedo (ww).



II.  INFORME TECNICO (TEXTO PRINCIPAL)
1. Objetivos del Proyecto: '

En cuanto al objetivo general planteado, cual es la “Oiversificacion de Ja actividad
extractiva de la sal por medio del cultnvo masivo de Artemia para abastecer de quistes a la
industria acm’mf:a”, a juicio del proponente y del equipo técnico éste se ha cumplido. Ello,
considerando que sobre la base de los resultados obtenidos no solo se ha dado inicio a
una nueva empresa dedicada a la produccion, procesamiento y comercializacion de sal y
recursos hidrobiologicos, sino que ademas se ha registrado la marca "ECOARTEMIA”
(Diario Oficial 24/11/2006) y se esta gestionado la obtencion de recursos a traves del
Programa de Innovacién Empresarial Individual de Innova Chile (CORFO), lo que
permitira dar continuidad y el escalamiento productivo a la niciativa financiada por la
Fundacion para la Innovacion Agraria. No obstante, cabe sefialar que este juicio se hace
sobre el entendido que la “diversificacion” no se logra con un acto aislado, sino que es

alcanzada a traves de un proceso de mediano a largo plazo.

Respecto de los objetivos especificos, el balance efectuado es positivo, toda vez que
12 de los 14 planteados por la propuesta se cumplieron en su totalidad (85,7%) mientras
que los dos restantes (14,3%) soOlo se cumplieron parcialmente. Uno de estos objetivos
establece como meta productiva Ja obtencion de 85 kg de quistes, sin embargo, solo se
obtuvieron 8 kg. Mientras que el segundo objetivo logrado parcialmente plantea el
mejoramiento de ingresos tanto del proponente como de los trabajadores medieros, ello
como una consecuencia directa de la introduccion del cultivo de Arfermia a la produccion
de sal. Esto solo se ha cumplido solo para los trabajadores medieros, quienes recibieron

entre el 80 y 100% de la produccion de sal.



2. Metodologia del Proyecto:

2.1. Construccion de laboratono

Se levanté una construccion de 55 m?, la que fue acondicionada de acuerdo a los
requerimientos del proyecto con: i) una seccion humeda en donde se realizan las tareas
de decapsulacion-eclosion de guistes, lavado y mantencion de quistes, y lavado de
biomasa; i} la seccion seca, en donde se mantienen y utilizan los equipos de laboratono
como lupas y microscopio; ili) area de secado, pesado y empaque; y iv) una zona que es

utilizada principalmente como bodeqga.

2.2. Equiparmiento de Laboratorio
La zona humeda de! laboratorio se encuentra equipada con seis estanques cilindro-conicos
de acrilico con una capacidad de 60 | cada uno, una red de aire generado por un soplador
de 0,5 HP. Ademas del aire, cada estanque cuenta con un sistema de iluminacion
independiente de aproximadamente 2.000 Lux.

Tanto el agua dulce como salada es mantenida en estanques de 1 m?, ubicados en el
extenor y dispuestos a una altura de 3 m. Desde aqui, el agua es conducida por gravedad

a través de tubenas de 1 v 1,5” para el agua dulce y salada, respectivamente.

2.3. Desbarrado de calles y canales
Se realizo al inicio de cada temporada, una vez que hubo cedido la inundacion invernal. La
actividad consiste en el retiro del barro acumulado durante ia crecida, y fue ejecutada por

el trabajador salinero.



2.4. Modificacion de estanques
Durante la primera temporada del proyecto se efectuaron modificaciones parciales en seis
estanques del sitio el Pilon (salina 1) y en dos del sitio Las Pajillas (salina 2). Las

modificaciones realizadas (Figura 1) permitieron contar con un volumen Gtil de 39,79 m’.
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Figura 1. Modificaciones realizadas a los estanques durante la temporada 2003-2004 para
el cultivo de Artermia. CT: estanque profundizado en el eje transversal; PT:
estanque profundizado perimetralmente; CL: Estanque profundizado en el eje
longitudinal.

Con el fin de incrementar !a produccon, durante la segunda temporada (2004-2005) se
profundizaron completamente diez estanques. De ellos, cinco fueron profundizados via
excavacion y los restantes mediante el levantamiento de los parapetos. El volumen
generado por las modificaciones fue de 1.210 m®. Hacia fines de esta temporada se probo
la compactacion de los estanques profundizados mediante el levantamiento de pretiles,
utilizando una placa compactadora.

En el periodo contemplado para la extension del proyecto se probaron mangas de
polietileno para ia impermeabilizacion de los estanques antes mencionados. En el primer
intento se utilizaron 3 segmentos de manga de 2 m de ancho traslapadas 0,5 m. La
segunda prueba se realizo con dos segmentos de manga de polietileno de 4 m traslapadas

0,5 m y sellada con anta para impermeabilizacion de tuberias 3M.

2.3, Llenado de corralones y estanques

Mientras el nivel de la laguna lo permitio, el lenado de los corralones se efectud utilizando
la diferencia de pendientes. Sin embargo, cuando el nivel de la laguna descendio, la
operdcion debid realizarse con ayuda de una motobomba de 3", pudiendo utilizarse la

diferencia de pendientes solo para el llenado de las unidades productivas. En general, el



lienado de los corralones se realizé cada guince dias, debiendo utilizarse la motobomba
durante 36 a 48 horas.

2.6. Monitoreo de variables abvobicas ’

Diariamente se registrd la temperatura del agua, para ello se utilizé un termometro de
mercuno con rango de —10 a 100° C y resolucion de + 0,12 C. Mientras que la salinidad
fue medida con un refractometro marca Atage con rango de 0 a 100 ppt y cuando las
salinidades superaron dicho rango se usaron areometros de Baumeé con rangos de 10 a
200 y 20 a 30° Bé (+ 0,1° Bé). En tanto que variables como temperatura ambiental,
sensacion térmica y velocidad del viento se midieron con un termoanemoetro digital con

resolucion de + 0,19 C - Km/h.

2.7. Caracterizacion de 13 cepa local de Artermnia

Pichilemu representa el limite sur de distribucion para A. franciscana y el limite norte para
A. persimilis, de aqui que el disponer de marcadores discnminantes para la identificacion
de ambas especies {cuyos quistes son diseminados naturalmente por el viento y aves
acuaticas) es de utilidad productiva. Esto debido a que A franciscana, y en particular
algunas de sus poblaciones, es la especie mas ampliamente comercializada. Finalmente,
monitorear la variabilidad genética (n® de alelos, porcentaje de loc polimorficos y
heterocigosidad) permite asociar los resultados productivos con relacion a la condicion
genética de la poblacidon y/o delimitar efectos ambientales y genéticos para ciertas
caracteristicas que caracterizan a la poblacion en cierto momento (incremento de quistes,
por ejemplo).

Durante el periode que se informa en el laboratorio de Genética & Acuicultura de la
Universidad de Los Lagos (Osomo) se realizaron las siguientes actividades:

a) Caracterizacion y seguimiento de la poblacion de Arternia franciscana de la localidad de
La Villa, utilizando las técnicas de analisis morfolégico de quistes y nauplios, canoldgico,
electroforético y molecular estandarizadas en el laboratono.

b} Establecimiento de un experimento para simular bajo condiciones controladas el efecto
de la salinidad sobre la produccion de quistes y biomasa de Artermia. La finalidad es
identfﬁcar la salinidad que favorezca la produccion de biomasa y quistes para replicar,

dentro de lo posible, estas condiciones en terreno.



Andlisis morfomeétrico oe quistes y naupfios de Artermia
Quistes de Artermia colectados desde PIC, de las poblaciones chilenas de CEJ y CIS, de las

poblaciones referenciales SFB y BAI (abreviaciones ver Tabla 1) fueron sumergidos en
agua hasta que alcanzaron el estado de hioratacién (forma esférica). Luego, el didmetro
de 50 quistes fue medido utilizando un microscopic marca Nikon con un objetivo
graduado, previamente calibrado (Fig. 2a y b). Cada uno de los quistes medidos fue
eclosionado individualmente a fin de establecer el tamano larval en el estado Instar I
{(n=50), utilizando un microscopic Nikon con un objetive graduado (Figura 2¢). Se calculod
el valor promedio del diametro de quistes y longitud de las larvas Instar 1.

Analisis electrotoretico y molecular

Quistes de poblaciones de distintas areas geograficas del mundo fueron eclosionados y
cultivados bajo condiciones estandanzadas para incluirlos en este estudio (Tabla 1). Las
muestras de PIC (abreviaciones ver Tabla 1) fueron enviadas vivas al laboratorio y de
acuerdo al procedimiento de rutina (Gajardo et al. 1995), parte de los animales fueron
fijados en etanol (99%) para su analisis molecular, otra parte fueron congelados para su
posterior analisis electroforético y los restantes se utilizaron para establecer cultivos. El
analisis electroforético esta basado en los 7 sistemas enzimaticos (Tabla 2) y en los loci
satisfactoriamente resueltos para todas las poblaciones. La similitud entre alelos de
diferentes poblaciones fue verificada corriendo en el mismo gel individuos de cada una de
las poblaciones analizadas. El analisis de los datos se realizo usando el programa GDA (el
que utiliza las frecuencias génicas para los calculos de diversidad y la estimacion a partir
de estas de las distancias genéticas, de acuerdo al protocolo de Nei (ver Tabla de
distancias o similitudes genéticas). Para el analisis molecular DNA fue aislado utilizando el
kit comercial QlJAamp® y la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) fue utilizado para
amplificar un fragmento de 680 bp de la subunidad I de la citocromo oxidasa utilizando
los partidores LCOI490 y HCO2918. Las reacciones se realizaron en un volumen final de
25ul que contenia 2 y hasta 4 pl de DNA genomico, 0,2ul de cada partidor, buffer PCR
(1x) conteniendo 2.5mM de Mg'’, 2.5 mM de dNTP’s y 0.1 unidad de la enzima taq
polimerasa . El régimen térmico utilizado consistio en un ciclo de 5 minutos a 95°C,
sequido por 40 ciclos de iminuto a 94°C, 1,5 minutos a 47°C, y un minuto a 72°C,
seguido por un ciclo de 5 minutos a 72°C. Los productos PCR fueron visualizados en geles



de agarosa tenidos con bromuro de etidio. Los productos de PCR fueron posteriormente

purificados usando el kit comercial QlAquick® PCR purification los que fueron
secuenciados en ambas direcciones usando un terminador quimico utilizado un régimen
térmico de un ciclo de 3 minutos a 96°C, 30 ciclos de 15 segundos a 96°C, 10 segundos a

50°C y 4 minutos a 60°C en un secuenciador automatico (ABI3100). Las secuencias en

ambas direcciones de cada individuo fueron alineadas utilizando en programa Sequencher

4.14.

Tabla 1. Lista de especies de Arfermia utilizadas en este estudio incluyendo la localidad,

abreviacion y pais de origen.

—

ESPECIE LOCALIDAD ABREVIACION PAIS
A. sinica Xiechi Lake, | XIE China
Yuncheng |
A. tibetiana Lagkor Co, Tibet LAG China
A. salina Wadi Natrum WAD Egipto
A. persimilis Buenos Aires BAI Argentina
Laguna de Los Cisnes CIS Chile
Laguna Amarga AMA Chile
El Convento CON Chile
A. franciscana Salar Uamara LLA Chile
La Rinconada RIN Chile
Pichilemu PIC Chile
Macao MAC Brasii
Bahia San Francisco SFB Estados Unidos
A Aibi Lake, Xinjiang AlB China
parthenogenetica |Citros, Pieria CIT Grecia
Kalloni KAL Grecia
Karabogaz-gol KAR Turkmenistan
Karasjuk Lake KAR_ 1 Kazakhstan
Altai Area ALT Kazakhstan
Kuchuksoe Lake KUC Rusia
Margherita di Savoia | MAR Italia
Vineta Swakopmund | VIN Namibia
Qarun Lake QAR Egipto
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Figura 2. Medicion quistes y larvas de Artemia. A. Calibracion del Ocular graduado; B.
Medida de diametro de los quistes; C. Medida longitud de larva Instar I

Tabla 2. Lista de enzimas y buffers usados en electroforésis de Artermia.

| Enzimas Codigo Buffers

| Glutamato oxalacetato trasmitasa Got-2 TEB-Mg*’

| Malate dehidrogenasa Mdh TC-7

‘ Esterasa-D Est-d TC-7 |

* Enzima Malica Me TC-7 '
6-fpsfogluconato dehidrogenasa 6pgdh TC-7 '
Di-peptidasa Pep TEB-Mg*?

| Peroxiadasa Per TEB-Mg**? J




2.8. Obtencion de quistes para inoculacion
La identificacion de la Artermia presente en las salinas de Cahuil (1) fue muy importante
para la toma de decision respecto de la vanedad a inocular en los estanques y lo sera
posteriormente para el monitoreo de la misma durante los ciclos productivos. Es decir, los
datos obtenidos al comienzo representan una linea base, pocas veces disponibles en un
proceso productivo. Aunque la decision de la cepa a inocular esta principaimente basada
en sus caracteristicas £conomicas, es importante ademas considerar la adaptacion de la
misma a las condiciones ambientales locales a fin de lograr una biomasa acorde a lo
esperado. De esta forma la variedad presente en los estanques en los ciclos productivos
inter-anuales y sus caracteristicas genéticas son de importancia para los fines perseguidos.
Se solicito al Artemia Reference Center (ARC, Universidad de Gante, Bélgica) 500 g
de quistes de una cepa de Arfemia con caracteristicas similares a las presentadas por la
cepa local y que, ademas, presentaran alta produccion de quistes. Considerando tales
requerimientos el ARC remitid para el proyecto quistes de Artermia de la cepa San
Francisco Bay 1574 (SFB 1574):

2.9. Gira tecnologica a Salinas de Grossos (Brasii)

La gira se desarrollé en el periodo comprendido entre los dias 19 y 24 de enero de 2004.
Participaron de esta actividad: Mayda Hauva, Marco Labarca, Dante Cornejo, Mauricio
Martinez y Gonzalo Gajardo.

El arribo fue en la ciudad de Natal, Rio Grande do Norte, donde el grupo fue recibido por
el Dr. Marcos Camara Rocha, profesor de la universidad de Rio Grande do Norte vy

consejero cientifico del proyecto desarrollado en las salinas de Grossos.

Las salinas de Grossos se encuentran aproximadamente a 1 hora (en vehiculo) de
Mossord. Una vez en el pueblo de Grossos se realizo una visita 2 las dependencias de la
empresa BioArtemia. El dueno, un ex salinero, explicé la historia de la empresa (hoy una
empresa familiar) y las distintas etapas del proceso productivo. Posteriormente se visitaron
las instalaciones y se conocieron 1as actividades de procesamiento de biomasa, embalaje y
almacenamiento. Igualmente se visitaron las salinas en el area, finalizando con la visita a
una empresa camaronera ubicada entre las localidades de Grossos y Mossord, una de las

actividades relevantes y con mayor proyeccion en el area.
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2.10. Cultivo de microalgas en laboratorio

La calidad nutricional de los nauplios de Arfenua obtenidos a partir de quistes tiene una
estrecha relacion con la dieta de la hembra que los produce. Puesto que el objetivo es
producir quistes de calidad comercial para I3 industna acuicola, la alimentacion de la

poblacion de Artemia en cultivo reviste especial importancia.

Durante la temporada 2003-2004, un inoculo de Dunaliella salina provisto por el
Laboratorio de Genetica & Acuicultura de la Universidad de los Lagos fue amplificado en el
laboratorio de Barrancas para su posterior inoculacion en los estanques sancochadores de
las salinas. Los pobres resultados obtenidos hicieron que durante la siguiente temporada
productiva se aislara la cepa local de Dunaliella sp. a partir de un inéculo obtenido desde
los estanques cristalizadores. Una vez lograda la masificacion del cultivo se flevo a cabo la
inoculacion de microalgas directamente en los estanques profundizados para el cultivo de

Artemia.

Las dos temporadas siguientes se mantuvo un pequeno cultivo de la cepa local de 1a cepa
local de Dunajiefia salina en e laboratono. Para ello se utilizaron dos estanques ce acrilico
con 16 litros de agua salada (55 ppt) que luego fueron amplificados en 1 o 2 estanques
clindro conicos de 60 litros, segun las necesidades.

2.11. Fertilizacion de estanques

Para la fertilizacion de estanques se utilizo el producto Enhance Algae. Si bien, durante la
primera temporada se utilizo la dosificacion recomendada por el fabricante (5 Kg por
estanque), la siguiente temporada se probaron dosis de 3 y 4 Kg por estangue. Solo para
la fertilizacion del 15 de abril de 2005 se utilizaron fertilizantes agricolas en los estanques
CT1 Y CT2. Las dosis utilizadas fueron de 500 g de urea y 225 g de superfosfato triple
(Ca(H,PO,4)H;0). .

En las salinas comerciales con sistema semi-intensivo de cultivo de Artemia como las de La
Villa, cuyas concentraciones de sal alcanzan la saturacion, la proliferacion de
microorganismos que son utilizados como dieta por el microcrustaceo esta limitada a
aquellas que habitan ambientes halofilos. A través de la fertilizacion de los estanques se
busca estimular la proliferacion de fitoplancton y no el fitobentos (Clama™ que no
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constituye una dieta adecuada para Artermia y ademas retrasa la evaporacion del agua
para la crstalizacion de sal. Aguas con color verde-parduzco producto de la fertilizacién
presentan normalmente altas concentraciones de particulas de detritos organicos y/o de
algas. Sin embargo, la proliferacién de microalgas no siempre es exitosa e inmediata.
Algunos ejemplos de microorganismaos halofilos bien adaptados y ampliamente distribuidos
en salinas incluyen especies de halobactenas y microalgas. Dentro de las microalgas
utiizadas como dieta de Artemia se incluyen Diatomeas (Chaetoceros, Cyclotalla,
Phaedactylum, Nitzchia), Cloroficeas (Dunaliefia, Chlamydomonas, Chiorefla Platymonas,
Stichococeus, Steohanoptera, Brachiomonas) y Cnsoficeas (Isochrysis, Monochrysis,
Stichochrvsis, Syracosohaera) (Lavens y Sorgeloos, 1996). En |a naturaleza, en tanto la
especie mas abundante es Dunaliella salina que posee la particularidad de crecer y
reproducirse aun en aguas de salinas acumulando grandes concentraciones de -

caroteno.

2.12. Seguimiento oel desarrolio algal

Para registrar el crecimiento de las algas en los estanques se tomo de cada uno una
muestra de 250 ml la que fue homogenizada y fijada con lugol. Postenormente se tomo
una alicuota (pipeta Pasteur) para hacer el recuento en una camara de Nebauer bajo el

mICroscopio estereoscopico (40x).

Con el fin de identificar con precision la compaosicion del bloom algal obtenido en los
estanques durante la segunda temporada, se enviaron muestras al Laboratorio de
Genética & Acuicuitura. El alga fue sembrada en condiciones asépticas en placas Petri
contendiendo agar (3%) en medio Conwy (35 ppt). Las placas se mantuvieron en
condiciones controladas de fotoperiodo (24.00) y temperatura (259C +2) durante 2

semanas para su proliferacion. .

Las algas sembradas en placas fueron transferidas a matraces de 250 ml con medio de
cultivo Conwy a salinidades de 35 ppt y 100 ppt, siguiendo su crecimiento mediante

recuento de células por medio de una camara de Nebauer.

Las microalgas fueron clasificadas utilizando el “Manual Taxonomico del Fitoplancton de
Aquas Continentales con especial referencia al Fitoplancton de Chile” (Parra et al.,1983) y

12



fotografiadas con una camara fotografica adaptada a un microscopio Nikon (10, 40 y
100x).

2.13, Decapsulacion y eclosion de quistes

Se hidrataron quistes durante 1 hora en 500 ml de agua de mar (37 ppt) con aireacion.
Verificada Ja hidratacion bajo lupa (quistes con forma cilindrica), se adiciond el hidroxido
de sodio (NaOH) y luego el hipoclorito de sodio (NaOCl). El cambio de coloracion (desde
café rojizo a un tono anaranjado) confirmo la reaccion. La dosificacion del agua vy los

reactivos corresponden a las senaladas por Lavens y Sorgeloos (1996).

La Decapsulacion se dio por concluida cuando al muestrear con una canula de vidrio se
observd mas del 80% de embriones en ef fondo de la canula (puesta en sentido
honzontal). Finalmente, los embriones fueron vertidos sobre un tamiz de 100 pm vy

lavados con abundante agua.

La eclosion de los quistes se efectud en estangues cilindro-conicos con 12 litros de agua
de mar, burbujeo constante y luz. Para evaiuar el porcentaje de eclosion se analizo una

muestra bajo una lupa estereoscopica a partr de las 24 horas de iniciado el proceso.

2. 14. Evaluacion de quistes

La eclosion y evaluacion de calidad de los quistes de Artemia de la localidad de PIC se
realizd de acuerdo a los estandares internacionales (ver Lavens & Sorgeloos, 1996) los
que incluyen parametros tales como porcentaje {%) de eclosion, eficiencia de eclosion,
tasa de eclosion y sincronizacion. La evaluacion fue certificada por el Laboratory of
Aquaculture and Artemia Reference Center (Universidad de Gent, Bélgica) vy
paralelamente por el Laboratorio de Genética & Acuicultura (Universidad de Los Lagos,
Osomo). Transcurridas 24 horas desde el inicio del proceso de eclosion, se tomo una
alicuota (10 ml) de agua desde el estanque cilindro-conico y se deposito en una capsula
Petri. Posteriormente se agregaron unas gotas de lugol para luego poder observar y
contapilizar Jos estadios de desarrolio bajo la lupa estereoscopica. Ei recuento consideré
tanto‘ los embriones en estado de “paraguas” como los nauplios de Artemia. Este

procedimiento se repitio a las 36, 48 y 72 horas.
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A continuacion se presentan las ecuaciones con que se calculd tanto el porcentaje de
eclosion (a) como la eficiencia de eclosion (b):

(a) %E = Nx100
N+E
donde:
%E= porcentaje de eclosion
N= nimero de nauplios contabilizados
E= numero de embriones contabilizados
(b} EE = NxV
MxC

donde;

EE= Eficiencia de eclosion (N°® de nauplios/q de quistes)
N= nimero de nauplios contabilizados

V= volumen del agua de mar utilizada (ml)

M= volumen de agua de la muestra (ml)

C= cantidad de quistes utilizados {g)

2.15. Transporte e inoculacion de nauplios

El contenido de cada estanque de eclosidon fue traspasado a estanques de 30 | de
capacidad y transportados hasta las salinas. Antes de inocular, los bidones plasticos con
los nauplios se mantuvieron por aproximadamente 45 minutos en el estanque para
homogenizar la temperatura y reducir mortalidad. Como en otras oportunidades ia
inoculacion se produjo alrededor de las 19 horas.

Durante la temporada 2003-2004 se inoculd a una densidad de 150 nauptios/l, bajo un
esquema productive monocicio (una sola inoculacién durante la temporada). Mientras que
las temporadas siguientes se empleo un esquema multiciclo (varios eventos de inoclacion-
cosecha-reinoculacion), donde la primera inoculacion de los estanques CT1, CT2 y PT1 se
hizo con una densidad de 100 nauplios/|, y 60 nauplios/l en el estanque CT3. La densidad
de inoculacién para el sequndo ciclo se mantuvo en el estanque CT3, mientras que en los
estanques CT1 y CT2 se redujo a 50 nauplios/l. Durante la tercera temporada (periodo de
extension) los estanques fueron inoculados a una densidad de 60 nauplios/l.
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Los ciclos de cultivo tuvieron una duracion de entre 37 y 45 dias. El criterio empleado para
establecer la duracion de cada ciclo fue basicamente la cantidad de quistes que se

estuvieran produciendo.

2.16. Monrtoreo de la poblacion de Artemia

Durante la primera temporada (2003-2004) el monitoreo de la poblacion de Artemia se
efectué semanalmente. En los estanques con zanjas transversales (CT) y longitudinales
(CL) se tomaron 6 muestras (esquinas y centro de cada costado de la zanja) con una
probeta de 250 ml. En 'a temporada siguiente (2004-2005) los estanques con Artermia
fueron muestreados quincenalmente durante los meses de enero y febrero, en tanto los
meses de marzo y abril se realizé semanaimente. Para ello se tomaron 10 muestras de
500 ml en distintos sitios del estanque (esquinas y centro tanto de la cara longitudinal

como transversal).

En la temporada 2005-2006 el muestreo de la poblacion se realizd semanalmente. Los
individuos colectados se concentraron en un tamiz de 100 pym para luego ser aforados
hasta un volumen conocido en una probeta de 250 ml. Desde ésta se tomo una alicuota y
dos contramuestras de entre 1 a S mi (dependiendo de la concentracion de individuos en
la muestra), que fueron puestas en placas Petri para posteriormente ser contadas bajo
lupa estereoscopica. Con el conteo se registro la cantidad total de individuos, su estadio
de desarrollo (nauplio, juvenil y adulto) y en el caso de las hembras su condicion
reproductiva (con ovisacos vacios, con embriones y con quistes).

2.17. Construccion de tamices

Para la construccion de tamices se empled tela con un tramado de malla de 100 y 250 um,
En cuanto a los materiales y la forma, esta fue diversa y se relaciond exclusivamente con
el uso que se les iba a dar. Asi, se emplearon recipientes tipo bowl para limpiar quistes y
concentrar los individuos adultos capturados en el muestreo. Mientras que para traspasar
agua desde los estanques modificados hacia los recocedores y cristalizadores se gtilizé un
tambor de 220 litros al que se adicionaron 3 boquillas a 30 cm del extremo superior del
tambor. Para la construccion de las boquillas se emplearon trozos {30 cm) de PVC
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sanitario de 140 mm de didmetro. En el extremo del tubo que va hacia el intenor del
tambor se soldé una tapa de PVC (del tipo cementar) a la que previamente se le habia

cortado el centro y en su reemplazo se le habia pegado tela de 100 pm de tramado.

2 18 Consinxcion de secacdores

La temporada 2003-2004 el secado de quistes se hizo a temperatura ambiente. Para dicho
fin se construyeron 12 bastidores de madera (0,44 x 0,30 m) a los que se les puso como
fondo un trozo de tela (popelina). Para contener las bandejas se construyé un secador tipo
repisa (1,2 x 1,5 x 0,45 m) de 3 niveles con perfil de fierro 25 x 25 x 3 mm.

A la luz de los bajos porcentajes de eclosion observados en los ensayos realizados por el
Artemia Reference Center (ARC) con los quistes de la temporada 2004', durante la
sequnda temporada se probd e secado de quistes en un deshidratador solar. Este
artefacto consta de dos partes: i) Colector de calor. Es una caja de 1,2 m de largo por
0,75 m de alto y 0,15 m de fondo. La pared exterior es de hojalata de S mm de espesor y
en la cara intema del fondo tiene una capa de poliestireno expandido de 12 mm, y sobre
ésta una cubierta de cholguan. Cabe senalar que todas las caras internas del colector
fueron pintadas de color negro. Las caras frontal y posterior del colector de calor estan
abiertas para la circulacion del aire. Por la cara frontal ingresa el aire frio, y por la
posterior sale el aire caliente hacia el horno de secado, al cual el colector queda unido en

un angulo de 459; ii) horno de secado. Esta constituido por una estructura de metal

forrada, tanto interma como externamente, con hojalata de 5 mm. Entre estas paredes se
uso planchas de poliestireno expandido de 50 mm, como material aislante. El homo de
secado mide 1,35 m de largo por 0,71 de alto por 0,55 m de fondo. En la parte superior el
harno cuenta con 4 templadores que permiten regular el flujo de aire dentro del horno.
Internamente éste cuenta con neles para soportar una carga de 16 bandejas (0,44 x 0,30
m) distribuidas en cuatro niveles. El registro de la temperatura dentro del horno se
obtiene mediante la inseraon del termometro en un orificio de la puerta ubicada en una
de las caras laterales del artefacto. No obstante la eficacia del secador solar demostrd ser
poco eficiente debido a la aita tasa de secado hasta lograr peso constante. De manera que
duramte la temporada 2005-2006 se utilizo la repisa construida al comienzo del proyecto la

! Quality Analisis of Artemia Cyst. Artemia Reference Center. 2004

16



cual fue modificada para poder reducir el tiempo de secado de los quistes y biomasa por
medio del uso de un calefactor eléctrico de aire.

2. 19. Montaje de ensayo en Osomo

La produccion maxima de quistes y biomasa de Artemia estan influenciadas por la
dinamica local de la poblacion, es decir, por la tasa de reclutamiento de |a poblacion. El rol
de los quistes en una salina es el de inoculoc ya que luego del invierno, durante el cual
estan anegadas y no hay produccion de sal, daran origen a una nueva generacion. En
estanques manejados extensivamente, ligados a la productividad natural, sin un manejo
especifico en la entrada de agua, se estabilizaran a densidades generalmente mucho mas

bajas.

La literatura sefiala que Artemia al ser expuesta a salimidades altas, o bien a ambientes
eutroficados (con amplias fluctuaciones de O, entre el dia y la noche) podrian provocar un
stress suplementario a la poblacion favoreciendo la induccion de oviparidad. Esto puede
suceder naturalmente, cuando la salina esta en funcionamiento, especialmente en los
ultmos estanques de produccion; o puede ser promovido (e incluso realizado a bajas
salinidades) incrementando las tasas de fertilizacion. La ovipanidad solo se inducira cuando
la densidad de poblacion sea suficientemente alta como para que no tengan lugar nuevos
reclutamientos. Las salinidades mas bajas y regulares sumadas la disponibilidad de

alimento favorecen la produccion de biomasa en los estanques.

El objetivo de esta experiencia es evaluar el efecto de la salinidad en la induccion a la
oviparidad en cepas de Artemnia de la Bahia de San Frandsco (USA) y La Villa (Chile).

Durante el afio 2004, quistes de Artemia franciscana de la Bahia de San Francisco (USA)
fueron eclosionados de acuerdo la metodologia descrita por Lavens y Sorgeloos (1996),
mientras que nauplios de Artemia de La Villa (Chile) fueron colectados desde los
estanques de mantencion de cepas de Artermia disponibles en e Laboratono de Geneética &
Acuicultura, Universidad de Los Lagos. Una vez que los ejemplares alcanzaron el estado de
juvenil pares (macho y hembra) de cada cepa (n=10) fueron cultivados a salinidades
expegimentales 35, 50, 75, 100, 125 y 150 %o en tubos Falcon (50ml). El afio 2005 se
realizo la misma experiencia usando solo ejemplares de la cepa de Pichilemu.
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2.20. Monitoreo (ensayo Osomo)

Parejas d.e juveniles de Artemia de la localidad de PIC (abreviaciones ver Tabla 6) con
claro dimorfismo sexual fueron aislados en tubos Falcon (S0 ml)} y mantenidos a las
siguientes salinidades experimentales 35, 50., 75, 100,125 y 150%e. El agua de los tubos
fue removida dianamente a fin de colectar y registrar |a histona reproductiva de 10 pares -
de Artemia para cada salinidad experimental durante 45 dias de cultivo. Los parametros
registrados fueron descendencia total, numero de descendientes en forma enquistada y
numero larvas nauplii. Se realizo un andlisis de varianza a fin de de determinar el efecto
de la salinidad en la historia de vida utilizandoe programa estadistico Statista.

2.21. Recoleccion de quistes

La recoleccién de quistes se llevg a cabo cada 4 dias, a partir de la tercera semana desde
la inoculacion de los nauplios durante la temporada 2004-2005 y diariamente durante
2005-2006. Esta actividad se realizo preferentemente entre las 11 y 13 horas
considerando que en ese periodo el viento predominante juntaba los quistes en una
esquina desde donde era facil colectarlos con una jarra. Posteriormente eran vertidos
sobre un conjunto de tamices donde los primeros (colador plastico, tamiz 350 pm)
cumplian la funcién de retener los elementos de mayor tamano y el ultimo (cono trunco de

batista) retenia los quistes.

2.22. Limpieza de quistes

Los quistes colectados desde los estanques, no obstante encontrarse libres de impurezas
de gran tamano, se encontraban mezclados con otras que no lograban ser retenidas por
los tamices utilizados (principalmente microalgas y larvas de Artemia), y que de no ser
eliminadas podran influir ﬁegat?vamente en la calidad final de los quistes. Asi, una vez en
el laboratorio, los quistes fueron depositados en un estanque conico con salmuera a
saturacion y burbujeo durante 24 horas. Este procedimiento permitic separar por
decantacion los quistes de otras particulas, las que pudieron retirarse facilmente abriendo
la llave ubicada en la parte inferior del estanque. Luego, los quistes fueron transfencos a
una salmuera (a saturacion) limpia, en donde se acopiaron con quistes recolectados
durante el transcurso de todo un mes. En la temporada 2005-2006 los quistes fueron
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depositados en un estanque conico con sdlmuera a saturacion y burbujeo durante 24
horas para retirar las impurezas. lLuego se mantuvieron en bolsas de batista
completamente sumergidos en salmuera a saturacion separados por dia de cosecha en por
un periodo de tiempo que fluctud entre 1 y 6 semanas para evaluar la influencia del
tiempc de permanencia en salmuera tanto en el porcentaje de edosion como en el
porcentaje de humedad. Trascurrido este tiempo los quistes fueron puestos en agua duice
durante 15 minutos para finalizar el proceso de limpieza. Con este uUltimo procedimiento
los quistes en buenas condiciones decantan mientras que el resto, junto con otras
impurezas flotan. Una vez separados los quistes decantados se elimind el exceso de agua

para posteriormente ser pesados y secados.

2.23. Secado de quistes

El proceso de secado empleado durante la temporada 2003-2004, consistio sdlo en
disponer los quistes en las bandejas habilitadas para tal efecto. Los quistes fueron
pesados periodicamente hasta constatar peso constante, momento en el cual los quistes
fueron puestos dentro de un desecador para mantenerios deshidratados. La segunda
temporada (2004-2005) fue probado el deshidratador solar por el personal del proyecto en
Pichilemu. NoO se encontraron antecedentes de un artefacto como este para tales fines, de
manera que se considera un producto innovador del proyecto. Dado su caracter original
no se pudieron establecer a prior? variables como carga por bandeja, carga total o tiempos
de secado. El Unico antecedente encontrado respecto del secado de quistes es utilizando
calor, en donde se sugiere una temperatura de secado inferior a 40° C (Lavens y
Sorgeloos, 1996). Para mantener la temperatura interna del horno por debajo del limite
antes senalado se usaron los templadores, y cuando su apertura resulto insuficiente se
cubrid parcialmente el colector con malla Rachel. El tiempo de secado en el deshidratador
solar excede el dia de secado por lo que tanto los quistes como la biomasa se humedecian
durante la noche. Es asi que durante la temporada 2005-2006 los quistes fueron secados

con ia ayuda de un termoventilador en la repisa construida para la primera temporada.
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2.24. Evaluacon del tiermpo de deshidratado en salmuera sobre & contenido de humedad
y porcentaje de eclosion de quistes

En virtud de los bajos porcentajes de eclosion obtenidos para los quistes producidos en las
temporadas anteriores y el alto contenido de humedad de éstos se planted el desarrollo de
una prueba que permitiera evaluar el efecto del tempo de permanencia de los quistes en
salmuera sobre el porcentaje de humedad de los quistes y el efecto de este (ltimo sobre
el porcentaje de eclosion. Para ello, quistes de Arternia que fueron cosechados en la salina
El Pilon en la localidad de La Villa y almacenados separadamente en un estanque cilindro-
conico con salmuera a saturacion durante 1, 2, 3, 4 y 5 semanas, Los quistes fueron
eclosionados en el Laboratorio de Genética & Acuicultura de la Universidad de Los Lagos
scparadamente en triplicado para cada uno de los periodos de almacenamiento evaluando
la calidad de ellos sobre la base del porcentaje de eclosion (%E) y eficiencia de eclosion
(EE). Transcurmdas 24 horas desde el inicic del proceso de eclosion, se tomé una alicuota
(1mi) de agua desde el estanque cilindro-conico (n=5) y se deposité en una capsula Petri.
Postenormente se agregaron unas gotas de lugol para luego poder observar y contabilizar
bajo la lupa estereoscopica. El recuento considerd tanto los embriones y los estados
“umbrella” como los nauplios de Artermia. El procedimiento se realizé de igual forma a las
48 y 72 h post- inoculacion de los quistes.

Para el analisis de datos se realizo un Analisis de Varianza (ANOVA) de 1 y 2 vias con e! fin
de evaluar los tiempos de permanencia de los quistes en saimuera sobre el porcentaje de
humedad de los quistes y el porcéntaje de eclosion de ellos. Se realizo posteriormente un
analisis a posteriori Tukey con el fin de determinar cual y de que manera estas variables

afectarian la calidad final de los quistes cosechados.

2.25. Aimacenamiento de guistes

Los quistes producidos durante la primera temporada luego de secados, debieron ser
mantenidos en un desecador. Durante las temporadas siguientes esto no fue necesano
puesto que el envasado se efectué al momento en que los quistes salieron del secador,
asegurando asi que el porcentaje de humedad al momento del sellado de las bolsas fuese
el minimo. Durante las temporadas siguientes luego de ser secados los quistes fueron

envasados en bolsas trilamina aluminizadas y posteriormente selladas al vacio impidiendo
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la rehidratacion de los quistes y la exposicion a los rayos UV, de manera que no se
requirieron medidas especiales de conservacion, transporte y almacenamiento.

2.26. Cosecha de blomasa

Para la cosecha de biomasa se utilizd un filtro construido a partir de un tambor plastico de
220 litros al que se le corto la tapa y se le adosaron 3 boquillas de PYC sanitano (140 mm)
ubicadas a 30 cm del borde superior, y otra de PYC sanitario (110 mm) ubicada
diametralmente opuestia en relacion a las otras y a unos 10 cm del borde inferior del
estanque. A dos de las boquillas superiores se les puso malla de 100 pm en el extremo
ubicado al interior del tambor, mientras que la tercera se dejo totalmente abierta, al igual
que aquella ubicada en la parte infenor. Al momento de cosechar, a ias boquillas sin maila
se les puso una manga de tela (babsta) sujeta con un elastico y anudada en el otro
extremo. Tambien fueron probados sacos harnneros en reemplazo de las mangas de
batista.

Finalmente, el agua de los estanques fue conducida hasta el tambor utilizando una bomba
de 3". De esta forma, el agua saho desde el tambor a traves de la mangas de tela,

quedando retenidos todos los individuos (Artermia).

2.27. Procesamiento de biomasa

La biomasa cosechada fue transportada hasta el laboratono en las mangas filtrantes
donde quedo retenida. El contenido de estas fue vertido sobre una malla plastica de uso
agricola (baby citrus) puesta sobre la bandeja de lavado (bastidor de madera con malla
mosquitera) y lavado con abundante agua dulce hasta la eliminacion tanto de la terra
como de la arena. Una vez limpia, la malla fue levantada y mecida hasta eliminar el exceso
de agua. La biomasa fue pesada en una balanza digital marca TEC de =+ 0,5 g de
precision y parte de ellz; dispuesta en bandejas (300 g) para su postenor secado en el
deshidratador solar. Otra parte de la biomasa fue empacada al vacio (100 g aprox.) y
posteriormente fueron congeladas para su envio al Laboratorio de Genética & Acuicultura
para ser liofilizada. La biomasa recolectada durante la temporada 2005-2006 fue llevada y
lavada en el laboratorio para luego parte ser dispuesta en bandejas y secada en una

repisa con ayuda de un termoventilador para finalmente ser envasada al vaco en
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paquetes de 5g. La biomasa restante fue envasada para ser congelada en porciones de
150 g.

2.28. Prueba de empague de quistes y biomasa

Tanto los quistes como la biomasa de Artemia fueron envasados utilizando una maquina
selladora de vacio DZ 500 T. Para el envasado se probaron bolsas metalizadas de tres
capas y PVC de 15 pm de espesor. Para cada uno de los materiales antes mencionados se
realizaron ensayos con 4 tiempos de vacio (10, 20, 25 y 40 seg), y 3 temperaturas (baja,
media y alta) y tiempos de seilado (1,5 - 1,8 y 2,0 seg).

Cahe sefialar que los ensayos se realizaron buscando solo la eficacia mecanica del envase,
ya que la eficacia de cada uno de estos materiales respecto de la mantencion de
condiciones optimas de humedad, solo puede ser evaluada en ef tiempo sobre la base de

la calidad de los quistes (porcentaje, sincronia y tasa de eciosion).

2.29. Pruebas de secado de quistes

En el periodo que abarca este informe se desarrollaron tres pruebas de secado de quistes.
En la pnmera, efectuada durante la primera temporada ios quistes fueron secados a
temperatura ambiente sobre bandejas dispuestas en una repisa construida para tales
efectos. Otra prueba fue ejecutada entre los dias 16 y 18 de marzo de la temporada 2004-
2005, en ella se dispusieron 1.236,2 g de quistes (peso humedo) en el secador solar
distribuidos en 8 bandejas. La carga de quistes por bandeja fluctuo entre los 146 y 225 g,
con un promedio de 155 g/bandeja. Para efectos del pastenior analisis de datos, se igualo
1 dia de secado con 8 horas de estadia en ef deshidratador. La Ultima medicion se efectud
a las 17:30 hr, momento dei dia en que el deshidratador ya no recibia radiacion solar. Al
anochecer i0s quistes permanecieron en e deshidratador, con el fin de establecer si éstos
se humedecian, lo que fue verificado al pesar a la mafana siguiente las bandejas con

quistes antes de que comenzara a aumentar la temperatura en el homo de secado.

Durante todo el proceso de secado se tuvo especial cuidado de que la temperatura al
interior del homo nunca excediera los 40° C, lo que fue monitoreado con un termémetro
ubicado en la puerta del deshidratador. Cuando la temperatura estuvo cercana al valor



critico antes sefalado, ademas de abrir totaimente los 4 templadores, el colector de calor

fue cubierto parcialmente con malla Rachel.

La ultima prueba de secado se realizd en la temporada 2005-2006, aqui se introdujo aire
caliente a la repisa de secado modificada por medio de un termocalefactor eléctrico hasta

alcanzar peso constante.

2.30. Pruebas de secado de biomasa

La primera prueba de deshidratado de biomasa desarrollada durante la temporada 2004-
2005 se realiz6 con 2.025 g de biomasa humeda que fue distribuida entre 4 bandejas
sobre una tela de batista. 1a carga promedio fue de 506,25 g/handeja. La segunda
prueba se ejecuté con 2.228 g de biomasa humeda, la que se distribuyo en 6 bandejas (3
con tela batista y 3 con malla “baby citrus™). La carga promedio en las bandejas con tela

fue de 343 g y de 400 g en las bandejas con malla "baby citrus”.

Durante ambos ensayos la temperatura dentro del horno de secado fue monitoreada cada
1 hora con el termometro ubicado en la puerta del deshidratador, momento en que
ademas se peso la biomasa contenida en las bandejas. La temperatura al interior del
homo de secado se¢ mantuvo bajo las mismas condiciones que en el secado de quistes. A
diferencia de ia sequnda temporada, durante el penodo correspondiente a la extension ia
biomasa fue secada en la repisa de secado modificada con aire caliente generado por un
termoventilador electrico. La temperatura alcanzada dentro del secador estuvo alrededor
de los 35 °C.

2.31. Cosecha de sal

La cosecha de sal se llevd a cabo cada 30 dias aproximadamente, a partir de fines del mes
de enero. Esta actividad fue ejecutada por el trabajador salinero quien debio, en pnmer
lugar, extraer el exceso de agua desde los cristalizadores para luego poder apilar la sal y
finailmente sacarla del cristalizador con ayuda de una carretilla. L3 sal cosechada fue

apilada en un sitio aledano la salina habilitade para dicho fin.
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2.32. Contacto con eventuales cormpradores

Se enviaron muestras de quistes (2 y 4 g) y biomasa (30 y 50 g) de Artemia (liofilizada y
deshidratada) a personas e institucipnes vinculadas con actividades de cuitivo
(experimentales y comerciales) con el fin de que evaluaran el uso de los productos como
eventuales dietas para el organismo que cultivan. Junto con las muestras se adjunté el

analisis de calidad emitido antenormente por el Artemia Reference Center (U. de Gante).

2.33. Prueba de cultivo de Artemnia durante ef inviemo

A fines del mes de junio de 2005 en el laboratorio de Barrancas se instalo a la intemperie
un estanque circular con una capacidad de 10,17 m”, Luego éste fue llenado parciaimente
con 6 m? de agua de mar con una temperatura de 12° C y salinidad de 37 ppt a la que se
adiciono sal hasta lograr una salinidad de 42 ppt. Postenormente se agregé 1 Kq de
fertiizante (Enhance algae) y un inoculo de 20 | de Dunaliefla salina (cepa local).
Paralelamente, se pusieron a eclgsionar 4 g de quistes producidos durante el verano.
Pasados tres dias desde la inoculacion con 0. salina, el estanque evidenciaba un
florecimento de algas, momento en el cual fueron inoculadas las nauplio de Arteria a una
densidad de 100 larvas/l. En abril de 2006 se repitio la experiencia de cuiltivo para la
estacion invernal con algunas diferencias como el nimero de estanques utilizados, que
esta vez fueron 3 de 10,17 m>. Otra diferencia fue la alimentacion, que esta vez estuvo
constituida por una mezcla de 6 litros de J. Salinay 35 g de levadura de panificacion por

estanque. Esta mezcla fue suministrada diannamente por las mafianas en una sola racion.

La cosecha de los estanques se realizé por raleo, para lo que se usd una quecha Fabricada
con malla baby citrus de manera que retuviera principalmente juveniles y adultos. Para
llevar a cabo la cosecha sin bombear el agua de los estanques se realiza de noche
aprovechando la respuesta positiva de Artermia frente a la luz, para lo que se utilizo un
foco y un tubo de PYC para concentrar el haz de iuz. Transcummidos aproximadamente 30

minutos Artermia se concentro en la zona iluminada desde donde fue facilmente colectada.
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2.34. Difusion

De acuerdo a lo propuesto como actividades de difusion a desarrollar durante la primera
temporada, se prepararon tres charias expositivas en |as localidades de Barrancas, Lo
Valdivia (comuna de Paredones) y Pichilemu, los dias 26 de junio, 3 y 9 de julio de 2004,
respectivamente. Las dos primeras charlas se dictaron para los salineros quienes fueron
convocados por medio de avisos radiales e invitaciones personales. La charla realizada en
Pichilemu se pens® como una actividad de caracter institucional, razon por la cual se
cursaron invitaciones a las autoridades locales asi como también a los representantes de
organismos publicos y privados vinculados a la produccion. Mientras que para la segunda
temporada productiva se realizo una actividad de difusion a través del programa televisivo
Frutos del Pais el dia 18 de febrero de 2005. Ademas se efectud una charla de caracter
institucional el dia 30 de septiembre de 2005, en la pista municipal de Pichilemu.

En el periodo contemplado en la extension del proyecto se llevaron a cabo las siguientes
actividades de difusion: i) una charla de caracter informativo para la Asociacion de
Acuaristas de Chile (ACDA) el dia 3 de septiembre de 2005; ii) visita en terreno el dia 7 de
enero de 2006; iii) firma de un convenio de cooperacion con dicha institucion €l 3 de abril
de 2006; iv) entrevista para el programa Tierra Adentro el 9 de febrero de 2006 (hasta el
momento no ha sido transmitido); y v) a peticion de los profesores del taller de ciencias
del Liceo Agustin Ross de Pichilemu se realizo una charla expositiva el dia S de julio de
2005. Las actividades de difusion se hicieron teniendo como objetivo dar a conocer las
activioades desarrolladas en el marco del proyecto durante su ejecucion, asi como también

sus principales resultados y proyecciones.

2.35. Movimiento de tierra

Con el objetivo de evitar o disminuir la inundacién invernal de las salinas por la crecida del
estero Nilahue se realizaron movimientos de terra con maquinaria pesada para emparejar

y reilenar los monticulos de tierra que circundan a salina El Piion.

Los trabajos se realizaron durante 15 dias y el resultado final fue la creacidon de un pretil
de 3 m de alto y 3 m de ancho en la corona, de manera que se posibilita el transito con un
vehiculo alrededor de la salina.
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2.36. Validadon de modefo predictive de production de quistes

Con el objetivo de poder estimar con ﬁn grado de certeza razonable (80%) la produccion
de quistes por medic de la densidad poblacional en un régimen de cultivo multiciclo se
puso en practica el método de muestreo propuesto por Baert el al. (200&). Este consiste
en tomar muestras de biomasa de Artemia en la columna de agua.con una red para
muestreo de zooplancton. Las muestras obtenidas son aforadas en una probeta
eliminando el exceso de agua para registrar el volumen de la muestra, que posteriormente
es introducido en la curva de regresion (1) para obtener una estimacion de la produccién

de quistes de la poblacion existente en el estanque.

(1) /og (0,01 + quistes cosechados) = -3,613 + 0,021 *(volumen biomasa)

3. Actividades del Proyecto:

Originaimente el proyecto contemplaba la ejecucién de B0 actividades durante todo su
desarrollo. De ellas so6lo se realizaron 72, 1o que significa que la eficacia lograda fue de
un 90%. Sin embargo, en estricto rigor la eficacia lograda debiera ser 95%, elio dado
que las actividades no realizadas fueron solo 4, pero de caracter repetitivo, es decir
debian realizarse durante las dos temporadas. las actvidades no ejecutadas
corresponden a: i) secado de corralones; ii) desbarre de corralones; i) fertilizacion
de cofralones; Yy iv) aclimatacion de nauplios (larvas). Como se indico
oportunamente’, el secado, desbarre y fertilizacién de los corralones no se realizé
debido a que la inundacion invemnal se mantuvo hasta muy entrada la temporada, por
tanto su ejecucion habnia significado el retraso de todo el resto del programa.

Por otra parte, durante la ejecucion del proyecto se llevaron a (abo una serie de

actividades que no estaban contempladas originalmente y que corresponden a:

i) Cultivo de microalgas en el laboratorio y su posterior amplificacion en estanques
sancochadotes y de cultivo en las salinas. Estas actividades incluyen los eventos de
fertilizacion e inoculacion de los estanques. La necesidad de ejecutar estas tareas tiene

su ongen en la imposibilidad de realizar los trabajos de limpieza y desbarre de los

2 Informe N° 1, item 3, paginas 4 -5.
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iit)

corralones con maquinara pesada (estanques acumuladores) sino hasta muy entrada

la temporada.

Profundizacion de estanques para el cultivo de Arterrva. Debido a que las densidades
de cultivo planteadas originalmente no dieron los resultados esperados, se decidié
aumentar el volumen de agua disponible para cultivo como una forma de paliar la baja
en la produccion. Asi, la forma para incrementar el volumen disponible fue la
profundizacion de estanques tanto por la via de la excavacion como por el

levantamiento de los pretiles.

Construccién de secador solar. Este artefacto se disefio y creo dado que el tiempo de
secado de los quistes a temperatura ambiente no era lo suficientemente rapido ni
homogeneo, La construcaon de este artefaclo, trajo asodadas todas aquellas
actividades relacionadas con la evaluacion de la eficacia y eficiencia de este medio de

secado.

Prueba de cultivo invernal. Como una forma de prospectar la factibilidad de extender
el cultivo de Arternia mas alla de la temporada estival, se implemento una experiencia
de cultivo. Posteriormente, esta prueba se formalizé a través de una extension del

proyecto.
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Tabla 3. Tareas ejecutadas durante el periodo comprendido entre noviembre de 2003 y
junio de 2004.

Objetivo o
. especif. Am;;dad Ano Descripcion
No
8.2.1 1 2003  Construccion laboratorio (55 m?)
Equipamiento de laboratono (instalacion de
i . o3 esqtafp:ques, energia eléctrica y red de aire)
8.2.1 6 2003 Desbarrado de calles y canales (salinas 1y 2)
8.2.1 7 2003 Modificacion de estanques (profundizacién)
8.2.1 8 2003 Llenado de estanques
8.2.2 1 2003 Lienado de corraiones
Monitoreo diario de variables abioticas (salinidad vy
8.2.2 2 2003 temperatura)
Caracterizacion morfologica, cariologica Y
- ’ 2001 electroforética de la cepa local de Artemia
8.2.4 1 2003 Obtencion de quistes para inoculacion
8.2.14 2004 Gira tecnolégica a salinas de Grossos (Brasil)
gggi Cultivo de microalga Dunaliella sp. en laboratorio
2004 Fertilizacion de estanques sancochadores
2004 Inoculacion de estanques sancochadores con
microalga Dunalielia sp.
8.2.4 2 2003 Eclosion de quistes
8.2.4 3 2003 Evaluacion de quistes
8.24 5 2003 Transporte de larvas
8.24 6 2003 Inocutacion de larvas
8.2.4 7 2003 Monitoreo y control de la poblacion de Artemnia
8.2.6 1 2003 Construccion de tamices
8.26 2 2003 Construccion de secadores
8.2.12 1 2003 Montaje de ensayo en Osorno
8.2.12 2 2003 Decapsulacion de quistes (Osorno)
8.2.12 3 2003 Monitoreo
B.2.6 1 2004 Recoleccion de quistes
8.2.6 2 2004 Limpieza de quistes
8.2.6 3 2004 Secado de quistes
8.2.7 1 2004 Cosecha de biomasa
8.2.7 2 2004 Procesamiento de biomasa
829 1 2004 Cosecha de sal
8.29 2 2004 Evaluacion de calidad de sal cosechada
8.2.10 1 2004 Preparacion charta informativa
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Tabla 4. Tareas ejecutadas entre junio de 2004 y octubre de 2004

Objetivo =

e:]pﬂeocif. Ad:::d 2d  Ldo Descripcion

8.2.7. 2 2004 Procesamiento de biomasa (deshidratado)

8.2.10 1 2004 Preparacion de charlas expositivas.

8.2.10 1 2004 Realizacion de charlas expositivas.

8.2.11 1 2004 Establecimiento de  contactos con  posibles
compradores.

8.2.11 2 2004 Envio de muestras a eventuales compradores.
Envio de muestras de quistes al ARC (U. de Gante,
Beélgica).

8.2.6. 4 004 Evaluacid}n 'de calidad de quistes cosechados (U. de
Gante, Beigica)

8.2.1 ° 2004 Arregio de compuertas.

8.2.4 6 2004 Desbarrado de calles y canales.

8.2.1 7 2004 Lienado de estanques.

8.2.2 1 2004 Llenada de corralones.

8.2.5 1 2004 Mantencion del sistema de distribucion de agua vy
parapetos.
Cultivo de microalgas en laboratono.
Profundizacion de estanques: i) excavacion; y

ii) levantamiento de parapetos
Fertilizacion de estanques para cuitivo de microalgas.
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Tabla 5. Tareas ejecutadas entre octubre de 2004 y abril de 2005

™ oObjetivo

especifico
NoO

8.2.1

8.2.2

8.2.2

8.2.2

8.2.2

8.2.4

8.2.4

8.2.4

8.2.4

8.2.5

8.2.5

8.2.5

8.2.5

8.2.5

8.2.6

8.2.6

8.2.8

8.2.8

Actividad
No

ARo
2004
2005
2004

2004

2004
2005
2004
2005
2004
2005
2004
2005
2004
2005
2004
2005
2004
2005

2005
2005
2005
2005
2005
2005
2005
2004
2004
2005

2004
2005

Descripcion
Modificacion de estanques
Llenado de estanques
Llenado corraldn
Fertilizacion estanques
Monitoreo de salinidad
Seguimiento del desarrollo algal
Decapsulacién de quistes
Transporte de larvas
Inoculacién de larvas
Monitoreo de ia poblacion de Artermia inoculada
Recoleccion de quistes
Limpieza de quistes
Secado de quistes
Evaluacion de quistes
Almacenamiento de quistes

Cosecha de biomasa

Procesamiento de  biomasa  (congelado,

deshidratado por calor y liofitizacion)

Prueba de envasado de quistes
Prueba de envasado de biomasa
Cosecha de sal

Contactos con eventuales compradores
Construccién de deshidratador solar
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2005

2005
2005

Prueba de materiales para bandejas de
deshidratador solar

Pruebas de deshidratado de quistes

Pruebas de deshidratado de biomasa

Tabla 6. Tareas ejecutadas entre mayo y septiembre de 2005.
Objetivo

especifico

NO

Actividad _.
ND

Ano

2005

2005

2005
2005
2005

2005
2005

Descripcion
Montaje de cultive experimental durante el
invierno

Pruebas de eclosion en ULA (Osomo)

Sequimiento genético cepa cultvada en
Pichilemu
Preparacion Informe final

Charla de difusion en Asociacion de acuaristas
de Chile (ACDA)

Preparacion charla final

Charla de difusion en Pichilemu

Tabla 7. Tareas ejecutadas entre octubre de 2005 y julio de 2006.

>.a
5.2

5.8

5.a
5.b

5.0

Objetivo
especifico

NO

Actividad

NO AnRo
1 2005
2 2005
4 2005
3 2005
1 2005
2 2005
3 2005

Descripcion

Desbarrado de calles y canales

Arregio de compuertas

Mantenimiento sistema de distribucion de agua y
diques

Llenado de corraién

Mantencién de estanques modificados
{profundizados y parapetos levantados)

Compactacion del piso de los estangues

modificados
Recubrmiento de estanques modificados (6 con
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5.a
B

5.¢c

5.a
5.a

5.a
5.2
5.d

5.d
5.e
5.h

5.h

5.h
5.h
5.h
5.h
5.h
5.f
5.9
5.9

5.9
5.f

5.f
5.
5.

B = = D 0N

=

—_ b e L DN O e S h N B W b2

2005
2005-
2006
2005-
2006
2005~
2006
2006
2006
2006
2006
2006

2006
2006
2006

2006

2006
2006
2006
2006
2006

2006
2006
2006

2005-
2006

2006
2006

2006

parapetos levantados) con polietileno
Llenado de estanques

Fertilizacion estanques para microalgas
Seguimiento del desarrolio algal

Monitoreo salinidad y temperatura

Decapsulacion de quistes

Evaluacion eclosion

Transporte de larvas

Inoculacion de larvas

Monitoreo y control poblacion de Artemia

Validar sistema predictivo de la produccion de
quistes sobre [a base de la biomasa existente
Recolecadn de quistes

Evaluacion tiempo de permanencia de los quistes
en los estanques

Evaluacion del tiempo de permanencia de los
quistes en salmuera

Almacenamiento de quistes

Limpieza de quistes

Centrifugado de quistes

Secado de los quistes

Evaluacion tiempo de secado de los quistes
Cosecha de biomasa salinas

Montaje de estanques de 10 m® en laboratorio
Llenado estanques de 10 m” en laboratorio
Cosecha de biomasa laboratorio

Procesamiento de biomasa {congelado,
deshidratado por calor y liofilizacién)

Envasado de biomasa

Evaluacion de la calidad de los quistes y biomasa

Contactos con eventuales compradores

Movimiento de tierra para emparejar y reflenar
monticulos circundantes a las salinas

Cosecha de sal

Charla Liceo Agustin Ross

Elaboracién y entrega de informe final
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4. Resultados del Proyecto:

1, Modificacion de estangues

La profundizacion parcial realizada en los estanques, independiente de su forma
(penmetral, longitudinal o transversal) de;nostrd eficacia. Vale decir, proveyeron a Artemia
de un ambiente mas estable, posibifitando tento su sobrevivenda como reproduccion
(vivipara y ovovivipara) a lo largo de la temporada. Esta primera aproximacién ademas de
permitir verificar la hipotesis sugerida (Informe Técnico Programa de Consuitores
Calificados CO-V-2002-1-D-19)°, sirvid para vencer los temores existentes entre los
trabajadores de las salinas, respecto del impacto negative que tendrian las modificaciones
sobre la produccion de sal.

En general, todos los estanques profundizados totaimente presentaron problemas de
pérdida de agua por infiltracién, siendo mas severa en aquellos en que se levantaron los
parapetos. En éstos, la pérdida fue de aproximadamente un 50% de! volumen total en 48
horas, impidiendo que pudieran utilizarse para el cultivo de Artemia y microalgas. En tanto
que la perdida de agua por infiltracion en los estanques excavados fue menor
(aproximadamente un 20% del volumen en S dias). La compactacidn del fondo de los
estanques profundizados por medio del levantamiento de pretiles usando una placa
vibradora (Figura 32 y 3b) no dioc los resultados esperados, al igual que la
impermeabilizacion con mangas de polietleno de 2 m trasiapadas. Sin embargo, se
obtuvieron buenos resultados utilizando el recubrimiento con mangas de poiietileno de 4
m de ancho traslapadas, y sellada en la union con cinta para impermeabilizacion de
tuberias 3M (Figura 4).

¥ La baja densidad de Arternia podria explicarse por la poca profundidad de los estanques, o que
redundaria en la generacion de condiciones de temperatura extrema que acarrearian grandes
mortalidades. A ello, se suma el manejo del agua, pensado para la produccion de sal, no de
Artemia. Cabe sefalar que Arfemia se encuentra preferentemente en los  estanques
resancochadores (previos a los cristalizadores), de manera que una vez que el agua redne las
condiciones adecuadas es conducida al cristalizador, donde tanto Arfermia como sus quistes se
pierden.
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Figura 3. a) Placa compactadora.
pérdida de agua por infiltracion.

Figura 4. Estanque recubierto con mangas de polietileno de 4 m de ancho traslapadas y
seiladas con cinta para impermeabilizacion de tuberias.

2. Llenado de corralones y estanques
Usualmente las salinas “El Pilon” operan con dos corralones ubicados al noreste del
sitio, 'sin embargo, desde fines de enero de 2005 solo se utilizd el corralén pequefio debido

a un aumento en la tasa de infiltracién en éste (presumiblemente por un notable descenso



en el nivel de la laguna). Las consecuencias directas de esta situacion fueron: i) el ingreso
de agua de menor salinidad al sistema a causa del menor tiempo de exposicion y por ende
de evaporacion a la que ésta se vio sometida; y ii) la periodicidad con que debio lienarse
el corralon (cada dos semanas) dado su tamano, lo que redundd en un mayor tiempo de
uso de motobomba y de consumo de combustible. i

El llenado de estanques se realizd sin mayores inconvenientes, salvo por el hecho de que
debieron ser reabastecidos con mayor frecuencia de la que se tenia previste, a causa de
los problemas de infiltracion expuestos anteriormente. Asi, los estanques excavados
pudieron mantenerse con una columna de agua de 0,4 m en promedio, mientras que
aquellos con parapetos solo fue posible mantenerlos con una profundidad promedio de 0,3

m.

3. Monitoreo de variables abioticas

La salinidad promedio durante la primera temporada del proyecto fue de 18,0; 14,0 y
17,1°¢ Be (grados Baumeé) en los estanques con modificaciones transversales (CT),
perimetrales (PT) y longitudinales (CL), respectivamente. Mientras que las temperaturas
promedio durante el mismo periodo alcanzaron los 28,8; 26,2 y 27,0° C en los estanques
con modificaciones transversales (CT), perimetrales (PT) y longitudinales (CL),
respectivamente (Figura 5). Durante la temporada 2004-2005 las salinidades promedio en
las unidades productivas CT1, CT2 y CT3 fueron de 11,5; 13,5 y 12,3 ° Be,
respectivamente. Mientras que ias temperaturas promedio por estanque fueron de 23,3;
22,5 y 22,2° C (Figura 6). Finalmente, para la temporada 2005-2006 las salinidades
promedio registradas en los estanques CT1, CT2, CT3 y PT1 fueron de 10,1, 11,7, 11,4y
10,8 °Be respectivamente. Mientras que |as temperaturas promedio registradas en los
mismos estanques fueron de 20,3, 20,8, 21,5 ¥ 21,4 °C (Figura 6).

35



35
Temporada 2003-2004 g __21_ *—gll:

30 --
25 _ 5

15 W’V —

10

Salin(*Be)¥Tem p(°C)

F M Mes A

Figura 5. Muestra las salinidades y temperaturas semanales promedio durante el periodo
productivo 2003-2004.
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Figura 6. Muestra salinidades temperaturas promedio registradas en las unidades de
cultivo durante fa temporada 2004-2005.
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Figura 7. Muestra salinidades y temperaturas promedio registradas en las unidades de
cultivo durante la temporada 2005-2006.

La evolucion de otras variables abioticas medidas durante las temporadas productivas

(2003-2004; 2004-2005 y 2005-2006) tales como temperatura ambiente (TA), sensacion
térmica (ST), velocidad promedio del viente (VP) y velocidad maxima del viento (VM), son

mostradas en la Figura 8, 9 y 10, respectivamente.
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Figura 8. Evolucidn de vanables ambientales durante |a temporada productiva 2003-2004.
TA: temperatura ambiente; ST: sensacion térmica; VP: velocidad de viento
promedio; y VM: velocidad maxima del viento
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Figura 9. Evolucion de variables ambientales durante la temporada productiva 2004-2005.
TA: temperatura ambiente; ST: sensacion térmica; VP: velocidad de viento
promedio; y VM: velocidad maxima del viento.
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Figura 10, Evolucion de variables ambientales durante la temporada productiva 2005-
2006. TA: temperatura ambiente; ST: sensacion térmica; VP: velocidad de viento
promedio; y VM: velocidad maxima del viento.



4. Caracterizacion de la cepa local de Artemia
Resultades Temporada I (2003-2004)

4.1 Andlisis morfoiogico

Los resultados morfologicos estan reflejados en la Figura 11 a continuacion en la cual
se compara la poblacion de Pichilemu (PCH-2003) disponible en el lugar previo a la
inoculacion con el resto de las poblaciones de la BD, incluyendo a una poblacién obtenida
del lugar hace varios afos atras (PCH). La muestra PCH-2003 (cada individuo indicado con
un 9) se asocia con San Francisco Bay (numero 1 en el grafico), USA, en el cuadrante
superior derecho). En cambio la muestra de PCH antigua disponible en el laboratorio (de
lugar indeterminado) se asocia con la muestra de referencia de A. persimilis (cuadrante
superior izquierdo). Este ultimo resultado confirma la necesidad senalada

precedentemente en cuanto a monitorear las caracteristicas de la poblacién en afos
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Figura 11. Andlisis discriminante en base a caracteres morfolégicos entre A franciscana
(SFB ) y cepa local (PCH-2003, PCH) y A. persimilis.
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Se incluye en este informe el analisis morfologico realizado en microscopio de bamdo 3D
al “frontal knob” (un caracter discriminante entre A. franciscana y A. persimilis, ver Foto
33) y espinas en el pene basal (Foto 34), otra caractenistica de gran interés taxonomico y
evolutivo bor su influencia en la reproduccion. Este analisis, que no estaba contemplado
en el proyecto, se realizd aprovechando la estrecha colaboradon que el laboratorio
mantiene con la Prof. Graziella Mura de ia Universidad de Roma “La Sapienza”.
Considerando la importancia de ambos caracteres esta informacion junto a la que esta en
proceso para otras poblaciones permitira monitorear las caracteristicas de la poblacion de

Pichilemu en futuros muestreos.

T LEd

Figura 12. Espinas en pene basal. Figura 13. Frontal Knob

4.2 Andlisis cariologico

La tabla 8 corresponde a la determinacion del numero modal de cromosomas obtenido
de placas metoticas y espermatogoniales para Pichilemu (y otras dos localidades: Cisne-
CIS v Rinconada-RIN). Estos datos confirman un numero modal de cromosomas meidticos
igual @ n=21 y 2n= 42 para ceélulas espermatogoniales. Este numero diploide es
coincidente con lo descrito para A. franciscana y también se observa en la poblacion RIN
(A. franciscana), mientras que CIS tiene el nimero caractenstico de A. persimilis (2n=44).
La tabla 9 para el nimero promedio de cromocentros sefiala que la poblacidn de Pichilemu
tiene el numero habituaimente observado en A. persimiis, que es un hecho descrito

anteriormente por Gajardo et al. (2001). Esta observacion aun no tiene una explicacion



consistente,

considerados en el proyecto.

Tabla 8. Determinacion del numerc cromosomico en tres poblaciones de Artemia.

Etapa meiosis

pero refrenda aun mas la necesidad de realizar los estudios que fueron

Meiosis Poblaciones
Metafases
1yl 28 RN C1s PCH-2003
18 1
19 1
20 2 P
gt 26 i P 13
22 11 19 6
23 1 5 2
24 1 1 1
Proliferacion 3l 1
| espermatogonial 34 E
| - 7, 3R
| S e e el o ]
40 2 f 1 |
’ 41 5 | ‘;
| 4 B . T S S
| 43 2 1
| 44 1 i
! t 45 3 |
Total placas analizadas 63 30 37
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Tabla 9. Resumen determinacion del nimero de cromocentros en tres poblaciones de
Arternia

=4 ] c1s r PCH-2003 |
!__ X £ D.E. 9.50+ 1.91 986+144 | 185+137 |
' N nicleos '

analizados 35 30 30

Tipo de ]' 1
| _Heterocromatina |  Abundante | Abundante | Débil
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Figura 14. Cromosomas meidticos de tres poblaciones Artemia tenidos con Hoechst 33258.
Rinconada a) proliferacion espermatogonial; 2n =42, d) metafase [; n =21 y g) metafase
II; n*=21; Cisne; b) proliferacion espermatogonial; 2n =44, e) metafase I; n =22 y h)
metafase II, n =22 y Pichilemu-2003; c¢) proliferacion espermatogonial; 2n =42, f)
metafase I, n =21 y i) metafase II, n =21. La barra representa 10 um.




Figura 15. Cromocentros en nucleos ]
Interfasicos en tres poblaciones de
Artemia. a) Rinconada, b) Cisne y ¢)
Pichilemu-2003. La barra representa
10 um.

4.3 Analisis electroforetico

Los datos de variabilidad demuestran que la poblacion de Pichilemu (PCH-3) exhibe un
promedio de 1.9 alelos por locus, un porcentaje de loci polimorficos entre 46.70 (cnterio
0.95) y 53.3 (0.99) y una heterocigosidad observada de alrededor de 11 %, valores todos
considerados dentro del rango habitual para Artemia.

Sobre |a base de las distancias genéticas el analisis de Cluster (Figura 16) demuestra que
ja poblacion de Pichilemu (PCH-3) se agrupa con San Francisco Bay (A. franciscana). En la
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misma figura se incluye también la poblacion de la discordia, obtenida con antenondad a
la realizacion del proyecto (de fuente y lugar desconocidos), la cual en concordancia con
los datos morfologicos, canolégicos y electroforeticos se agrupa con la poblacion de

referencia de A. persimilis.

Distancia Genética
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Figura 16. Andlisis de Cluster usando el método de analisis UPGMA (unweighted pair group
rmethod) basado en la distancia de Nei.

Resultados Temporada 2 (2004-2005)

4.4 Andlisis morfomeétrico de quistes y nauplios de Artemia.

El tamafo de la larva Instar [ de Artemna reviste gran importancia al momento de
elegir la cepa a utilizar como dieta. Asi el cultivador busca necesariamente pequenas

presas para ofrecer a su cultivo objetivo, en este caso larvas de peces y crustaceos, que
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poseen una diminuta boca, escasa capacidad natatoria y reducido tamano. Es comin que
hatcheries en distintos continentes estén dispuestos a pagar elevados costos por la cepa
de A. franciscana SS (super small) cuyo tamano varia entre 4 420 pm. El diametro
promedio de los quistes hidratados de Artemia cultivada en la localidad de PIC fue de
202,8 (£8,4) dando origen a larvas Instar I que en promedio alcanzaron las 393,9 ym
(x 6,1). Ambos valores resuitaron menores que los alcanzados por quistes e ‘Instar I
observados para la especie A. francscana de la localidad de CE) e incluso de la muestra
SFB. Por otra parte las muestras de A. persimilis representadas por las poblaciones BAI y
CIS excedieron ampliamente la talla alcanzada por la poblacion de PIC (Tabla 10 y Figura
17).

Tabla 10. Diametro de los quistes de Artemia y longitud total de la larva Instar Iy
(abreviaciones ver Tabla 1).

Poblacion Didmetro { pm) 3D Longitud ( pm) sD
247,0 12,7 436,0 83

BAI

CIS 2456 i4,3 432,6 6,2

CE) 212.0 13,1 4322 8,0

SFB 204,2 13,4 407,7 4,6

PIC 202.8 8,4 393,9 6,1

|_ 500

mlaras [Quistes
400

300

um

200

g L - <=
BAI cIs CEJ SFB

Locakdad

L]

Figura 17. Longitud total (p£SD) y diametro de quistes hidratados (u+SD) de Artermia de
poblaciones chilenas y muestras referenciales (abreviaciones ver Tabla 6).



4.5 Andlisis electroforetico y molecular

Variabilidad aloenzimatica fue detectada en los 9 loci resueltoes a partir de los 7
sistemas enzimaticos utilizados. Un total de 49 alelos fueron identificados, siendo variables
en 6 (29% locus £S7-D) y hasta en 20 (95% loci 6-PGHDHy PER-I) de las 21 poblaciones
estudiadas. Dentro de las muestras el némer_ca de loci polimorficos fluctud desde 1 (11%
en AMA) hasta 7 (78% en AIB) del total (9 loci) loci con un promedio de 49% (Tabla 11).
Las poblaciones de A. persimilis (BAI, CIS, AMA) exhibieron muy bajo porcentaje de loci
polimorficos (26+1; n=3) comparado con el grupo de las Artemias partenogenéticas
(51£10; n=9), A. franciscana (51=10; n=5), A. salina (67; n=1), A. sinica (56; n=1) y A.
tibetiana (67; n=1). Cuatro loci (MDH-2, 6-PGDH, PER! y PEP-1) exhibieron alelos
privados en 5 poblaciones (CI5, LLA, CON, AIB y KAR) con frecuencias que fluctuaron
entre 0,9 hasta 90.6%, mientras que alelos fijados se observaron en los loci EST-D y 6-
PGDH marcando diferencias entre las especies Americanas A. franciscana y A. persimilfs.
La distancia de Nei (Nei, 1978) fluctuo entre 0.02 (AMA versus CIS) v 4.9 (SFB versus
VIN). Las distancias entre A. franciscanay A. persimilis contra cada una y versus todas las
otras especies fueron las mayores (0>1.0), asi como ia registrada entre A. tibetiana y A.
sinica fue muy pequena y mientras que las restantes alcanzaron valores intermedios
(Tabla 12).

La topologia del dendrograma generado de los analisis aloenzimatico confirmo la
divergencia entre A. persimilis, A. franciscana y el clado de las Artemias partenogenéticas,
A. sinica, A. tibetiana y A. salina (Figura 18). Entre las poblaciones chilenas, las de las
especie A. franciscana se agrupan en un clado bien definido resuelto con altos valores de
"bootstrapping” (todos mayores de B0%) donde se confirma la limitada distancia entre PIC
y CON debido probablemente a la cercania geografica y el potencial nimero de migrantes
entre ambas localidades.
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Figura 18. Dendrograma generado a paur de loci aloenzimaticos usando el método de
analisis de vecindad (Neighbor-joining tree) para las distancias de Nei (1978).

El fragmento de 588bp de la subunidad I de la citocromo oxidasa c fue secuenciado
exitosamente en 176 individuos registrandose un total de 42 haplotipos especie especificos
(Tabla 13). A. franciscana arrojo el mayor numero de haplotipos (n=15) sequido por A
persimilis y A. parthenogenetica (n=8) mientras que A. tibetiana, A. salina y A. sinica
mostraron valores menores. Las poblaciones de A. francscana de las localidades CON y
PIC registraron haplotipos comunes lo que reafirma la similitud genética confirmada
tambien por los loc aloenzimaticos. Por otra parte 3 haplotupos partenogenéticos
estuvieron presentes en mas de una poblacion (Pg01 en QAR, CIT y KAL; Pgl2 en QAR,
KAR, MAR, KAL; Pg4 en todas excepto CIT). El fragmento secuenciado muto la posicion de
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la primera, segunda y tercera posicion de las bases en 18%, 3.6% y 91.3%
respectivamente, mientras que el promedio de la composicion de ellas fue de 34.2% de
Timina, 23.3% de Citosina, 23.0% de Adenina y 19.5% Guanina. El dendrograma
generado (Figura 19) a partir de las secuencias del fragmento mitocondrial reafirman la
calidad basal de A. persimilis dentro del genero. Asi mismo, A. sinica, A. tibetiana, A.
salinay A. franciscana aparecen como un grupo monofilético hermano de A. persimilis.

Tabla 11. Frecuencias alélicas y resumen de estimaciones de variabilidad genética de 21
poblaciones de Arternia (abreviaciones ver Tabla 6).

CON JUA [RIN __|PIC__|MAC_|SFB__|BAI _|CIS___|AMA |WAD |XIE
Got-2
n 37 28 31 36 13 16 2 33 3 18 17
A 100000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.8889 | 0.7059
B 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 0.9242 | 1.0000 | 0.0000 | 0.0000
c 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0,0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0606 | 0.0000 | 0.0000 | 0.1176 |
D 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.000G | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0152 | 0.0000 | 0.1111 | 0.1765
MDH-1
n a9 32 a3 58 21 5 a3 54 | 20 2| 36
A 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 0.0185 | 0.0000 | 0.2273 | 0.9615
B 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.9815 | 1.0000 | 0.7727 | 0.0385
C "0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 |
MDH-2
n a3 32 a3 58 26| 23 %) 50 20 | 23 % |
A 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 10000 | 0.4783 | 1,0000
B 0.0000 | 0,0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.5217 | 0.0000
£ 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000
D 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000
EST-D
n 29 38 34| 43 31 31 53 a5_| 40 2% 28
A 0.0172 | 0.9737 | 0.5588 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0161 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000
B 0.9828 | 0.0263 | 0.4412 | 1.0000 | 1.0000 | 0.9839 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000
s 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 0.0000
D 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | £.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.9643
t 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0357
6-PGDH
n 25 35 38| 46 29 | 35 | 49 51 39 27 9
A 1.0000 | 0.1143 | 0.9605 | 0.9891 | 0.3966 | 0.8000 | 0.0510 | 0.0000 | 0.0641 | 0.0000 | 0.0000
B 0.0000 | 0.0000 | 0.0395 | 0.0109 | 0.6034 | 0.2000 | 0.9490 | 0.9902 | 0.9359 | 0.0000 | 0.0000
C 0.0000 | 0.8571 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000-| 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000
D 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0098 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000
E 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0185 | 0.1667
F 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.2963 | 0.1833
G 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 [ 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.2407 | 0.3000
H 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.2593 | 0.2833
I 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.1852 | 0.0667
] 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000
PER-1
n 49 34 35 | 48 24 20 39 36| 48 | 28 28
A 0.0000 | 0.0000 | 0.1571 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0500 | 0,0256 | 0.0278 | 0.0000 | 0.3214 | 0.3214
B 0.6531 | 0.5735 | 0.7429 | 0.9479 | 0.6875 | 0.5000 | 0.1282 | 0.0278 | 0.0000 | 0.6429 | 0.6250
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0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

(.0000

0.0000

0.0000

0.0000 | 0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

$.0000

0.0000

(.0000

0.0000

0.0000

0.0000 | 0.0000

MmO e Z

0.0000

0.0370

0.0000

0.8077

0,0000

0.0000

0.0000

0.0000_

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.9062

0.0000 | 0.0000

0.0000 | 0.0000
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0.0000
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32
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28

32

26 28

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000 | 0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000 | 0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0667

0.0000

0.0000

0.0000 | 0.0357

0.5625

1.0000

1.0000

0.8462

1.0000

0.9333

1.0000

1.0000

1.0000 | 0.9643 |

mNicie | Z

0.4375

0.0000

0.0000

0.1538

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000 | 0.0000

s
™
|
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32

38

26

i3

34

a5

4

31 32

0.0000

0.0312

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000 | 0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000 | 0.0000

1.0000

0.9688

1.0000

0.7692

0.9231

1.0000

1.0000

0.1471

1.0000 | 1.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.1923

0.0000

0,0000

0.0000

0.8529

0.0000 | 0.0000

adl=ltal -1 02

0.0000

0.0000

(.0000

0.0385

0.0769

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000 | 0.0000

VIN

AlB

arT

LAG

ALT

KAR1

KuC

KAR

KAL MAR

P 0.444

0.778

0.556

0.667

0.333

0.444

0.333

0.667

0.444 | 0,556

A 1.444

20

2.0

2.0

1.556

1.889

1.889

2.111

1.667 | 1.88%

Ap 2.0

2.286

2.8

2.5

2.667

3.0

3.0

2.667

25 | 3

"Ho 0.213

0.107

0.102

0.154

0.115

0.163

0.163

0.115

0.107 | 0.163

P: portentaje de loci polimorficos (criteno 0.99); A: Numero promedio de alelos por locus; Ap::

Numero de alekos por locus polimorficos; Ho: heterocigosidad observada
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Tabla 12. Matriz de distancia (bajo la diagonal) y/o identidad genética de Nei (sobre la diagonal).

Poblacidn NAM XIE AIB CIT WAD LAG ALl KAZI KUC KAR KAL MAR [IA CON RIN SFB PIC (IS BAI AMA MAC

NAM 0455 0469 0.578 0.492 0470 0.467 0456 0452 0.600 0.605 0.731 0.0i1 0.047 0.081 0.007 0.016 0.118 0.093 0.118 0.083
XIE 0.788 0.780 0.667 0.586 0.958 0.592 0721 0.726 0.438 0.645 0639 0.309 0324 0.350 0.309 0.335 0.153 0.147 0.133 0331
AlB 0.757 0.249 0.902 0.653 0.768 0.864 0.979 0.965 0481 0.869 0.806 0.225 0.263 0.291 0349 0.271 0.224 0.224 0.205 0.261
CIr 0.548 0405 0.103 0.687 0.643 0.875 0.895 0.898 0.469 0985 0904 0.109 0.143 0.171 0.236 0.149 0.158 0.159 0.142 0.138
WAD 0.710 0.534 0.426 0.376 0.592 0.605 0.656 0.671 0.350 0.695 0.715 0.275 0.197 0.195 0.146 0.302 0.318 0.317 0.300 0.206
LAG 0.756 0.043 0.264 0.442 0.525 0.600 0.699 0.7i3 0.45% 0.639 0.637 0.337 0.362 0384 0.334 0.376 0.147 0.147 0.129 0.364
ALT 0,762 0525 0.146 0,133 0.503 0.511 0.856 0.861 0.605 0.866 0.805 0.070 0.101 0.123 0.185 0.109 0.132 0.136 0.119 0.097
KAZ1 0.785 0.327 0.021 0.111 0421 0.357 0.156 0981 0453 0.864 0.807 0.199 0.239 C.257 0.331 0.224 0.271 0.270 0.251 0.235
KUC 0.794 0321 0036 0.107 0.398 0.339 0.149 0.019 0.475 0.880 0.825 0.190 0.223 0.247 0.306 0.224 0.252 0.254 0.236 0.220
KAR Q511 0825 0.731 0,757 1.051 0.779 0503 0.791 0.745 0489 0498 0.019 0.020 C.027 0C.030 0.026 0.057 0.085 0.i02 0.019
KAL $.502 0439 0.141 0.016 0.364 0.456 0.144 0.146 0.128 0.725 0.915 0.079 0.109 0.138 0.204 0.110 0.134 0.134 0.120 0.104
MAR 0.314 0.447 0215 0.101 0.336 0450 0.217 0.214 0.193 0.698 0.089 0.086 0.134 0.i80 0.110 0.127 0.179 0.178 0.166 0.166
LA 4475 1.174 1490 2.215 1.292 1.0B9 2656 1612 1662 4.257 2.538 2.449 0.641 0.687 0.569 0.750 0.241 0.255 0.238 0.643
CON 3.066 1.127 1.337 1945 1.623 1.017 2292 1431 1.501 3929 2213 2.013 0.445 0.950 0.937 0926 0.249 0.269 0.252 0.946
RIN 2511 1051 1.233 1.765 1.633 0.956 2.098 1.359 1398 3603 1.979 1.714 0376 0.051 0.887 0.861 0.262 0.282 0.265 0.910
SFB 4916 1176 1.068 1446 1.927 1.097 1687 1.105 1.184 3505 1.591 2.211 (.569 0.066 0.119 0.826 0.281 0.257 0.281 0.8B97
PIC 4109 1.093 1.307 1906 1.196 0.979 2.217 1497 1496 3636 2.209 2.064 0.288 0.077 C.150 0.191 0.242 0.264 0.247 0.874
cIs 2.137 1874 1498 1.844 1,145 1921 2.025 1.306 1377 2335 2.008 1.720 1.424 1389 1.341 1269 1418 0.9968 0.998 0.327
BAl 2.377 1916 1494 1,841 1.i48 1.920 1992 1.309 1370 2.469 2.011 1.727 1.366 1312 1.264 1.215 1.331 0.002 0.996 0.340
AMA 2.137 2,017 1.583 1948 1.204 2.047 2.131 1.3683 1445 2.279 2.124 1.793 1.438 1.377 1.329 1.268 1.400 0.002 0.004 0.319
MAC 2487 1,106 1.345 1980 1.578 1.011 2,337 1448 1.515 3978 2,267 1797 (.442 0.055 (.0S5 0.109 0.134 1.118 1.078 1.143
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Tabla 13. Diversidad de haplotipos de Artermia generados de la secuencias de un
fragmento de 588bp de la subunidad de la citocromo oxidasa c.

ESPECIE ABREVIACION Numero de Haplotipos
Haplotipos s
A. sinica - XIE 3 Si01, Si02, Si03
A. tibetiana LAG 5 Ti01, Ti02, Ti03, Ti04,
| Ti05
A. salina | WAD 3 _ Sa01, Sa02, Sa03
A. persimilis - BAI 3 _ Pe04, Pe05, Pel6
B CIS 2 Pe03, Pe(9
: AMA 3 Pel1, Pe07, Pe08
CON i FrO1, rO2
A. franciscana LLA 4 Fr09, Fr10,Fr11, Fr12
RIN = -
PIC 4 FrO2, Fr06, FrO07, FrO8
MAC 3 FR13, Fr14, Fr15, Fr16
SFB 2 Fro4, Fro5
A AIB 1 Pg04
parthenogenetica CIT 3 Pg01, Pg02, Pgi3
KAL 3 Pg01, Pq04, Pg12
KAR 2 Pg04, Pg12
KAR 1 - -
ALT =
KUC 2 Pg13, Pg04
MAR 2 Pg04, Pgl12
VIN 2 Pgo4, Pg15
QAR 3 Pg01, Pg04, Pg12
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Figura 19. Relacion filogenética de especies de Arternia basado en el fragmento COI de
588bp.



Resultados temporada 2 (2005-2006)

Los analisis morfolégicos, canologicos, electroforéticos y moleculares realizados
sobre muestras de individuos adultos enviados durante el mes de enero de 2006, no
muestran variaciones respecto de los resultados obtenidos para iguales pruebas realizadas

durante las dos temporadas antenores.

5. Obtencion de quistes para inoculacion

Sobre la base de informacion obtenida en la caracterizacion de la cepa local se solicito
al Artemia Reference Center (U. de Gante, Bélgica) el envio de 500 g de quistes para
realizar la inoculacion en los estanques de culbivo. Los quistes recibidos corresponden a la

especie Artemia franciscana, cepa San Francisco Bay lote 1574 (SFB 1574).

6. Gira tecnologica a salinas de Grossos (Brasil)

a) Lo que primero sorprendid es el nivel de éxito alcanzado por el dueno de la empresa
BioArtemia, un ex recolector de biomasa en las salinas del lugar. Como el mismo
explicd su calidad de vida mejoré sorprendentemente, lo cual sirvio ademas para
motivar a otros, que por mucho tiempo fueron reticentes al cambio, a buscar un futuro

similar. En este momento hay una empresa competidora de BioArtemia en el pueblo.

b) El nombre de la empresa (BioArtemia} refleja uno de los componentes del exito, la
combinacidn entre la academia (Dr. Marcos Camara), que aportd el “know-how” y el
caso particular de un lugarefio inquieto por mejorar su condicion. Hoy su sefora es la
Secretana de la empresa y su hija estudia en una Universidad de fa zona (Mossord)

para posteriormente contribuir al desarrolio de la empresa.

¢) La principal diferencia entre el proyecto en ejecuacn en Pichilemu y la empresa
BioArtemia radica en que el eje productivo de esta (ltima gira sobre ia biomasa de
Artemia. Para ello, hasta muy reciente el grueso de la materia prima (Artemia)

provenia de la pesqueria en las salinas de la zona'. Sin embargo, desde hace

Y Cabe sefialar que las salinas ubicadas en !a region cuentan con una poblacion naturalizada de
Arternia. Aqui es factible realizar pesquerias de arrastre gracias a la profundidad de los estanques
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aproximadamente un ano se inicio una nueva fase productiva, en la que se construyo
una nueva salina para combinar la produccion de sal con la produccion de Arteria.
Experiencias previas los llevaron a comprobar que esta era la manera de lograr
biomasa en un tiempo menor, al ser posible abastecer los estanques en que es
cultivada Arternia con agua a elevadas salinidades (alrededor 100 ppm). De esta forma
las condiciones ideales para el florecimiento de Arfemya se logran en un tiempo menor.

Se celebro la experiencia de Pichilemu por haber empezado en la fase en la que

estan ellos actualmente luego de varios ciclos prevics de experimentacion.
Ademas de los estanques propios de las salinas, este modulo cuenta con cinco
estanques de 0,7 ha de superficie y 0,5 m de profundidad util, de los cuales, dos eran
utitizados para la mantencion de Artemia (densidad inicial 60 larvas/litro} y los tres
restantes solo para la produccién de microalgas. Este mddulo de produccién intensiva
funciona sobre la base de produccion mensual. Esto se traduce en una cosecha al mes
y la consiguiente r_einocUlacién. Bajo tales condiciones, la produccion actual de
BioArtemia alcanza las 10 toneladas mensuales de biomasa, de ellas, solo 0,424
toneladas son producidas de manera intensiva (estanques de 0,7 ha). Ademas, en esta
unidad de produccion se cosechan 15 kg de quistes por mes, parte de los cuales son
destinados a la reinocuiacion. Cabe sefialar que por el hecho de no ser éstos el
objetivo productivo, no son sometidos a un procesamiento adecuado (secado sin
exposicion al sol). Debido a las condiciones (artesanal) en que los quistes son
procesados no constituyen un producto de primera calidad y por tanto su valor es mas
que bajo (USD $50 por Kg) que el que se espera obtener en Pichilemu (indicado en el
proyecto).

La biomasa es envasada en bolsas de 1 Kg y posteriormente almacenada en camaras
de frio (-20° C) hasta el momento de la venta (USD $1 por Kg). El principal poder
comprador para la biomasa y quistes de Artemia lo constituye la industria camaronera
nacional (que produce 100.000 ton/ano), aunque también existe demanda de los
laboratonos de investigacion. El producto final (bolsas de 1 Kg) es empacado en cajas
de poliestireno de 40 y 50 Kg. La calidad de la biomasa es evaluada constantemente a

{(aproximadamente 1 rnz y su gran extension (200 a 500 ha cada une). 300 kg de biomasa/ha/mes

(0,06 Kg de biomasa/m

3,
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través de un analisis bioquimico proximal, aunque eventualmente se realizan analisis

microbioldgicos, segun los requerimientos del comprador.

d) La visita fue un aliciente importante al comprobar que 10 que se estaba haciendo en
Cahuil estaba en la linea correcta e, incluso, adelantado en algunos aspectos como se
menciono en el punto 3. Igualmente permitic venficar que hay ciertas condiciones
inigualables en Brasil: la extension del periodo favorable de clima lo que deriva en que
la actividad sea practicamente continua durante el ano. Igualmente, la ya mencionada
extension y profundidad de las salinas y la relevancia de la industria camaronera lo
que genera un gran poder comprador de la Artemnia local la cual resulta mas costo-
efectiva que el producto extranjero,

7. Cultivo de microalgas en laboratorio

El cultivo de Dunaliella salina desarrollade en el laboratorio de Barrancas a partir del
inoculo provisto por el Laboratorio de Genética & Acuicultura, no culmind en un “bloom”
luego de ser llevado a los estanques de las salinas durante la primera temporada del
proyecto. E! cultivo iniciado con agua proveniente de las salinas permitio aislar
exitosamente a cepa local de Dunafiefla sp., que al ser reinoculada en los estanques
destinados al cultivo de Artemia proliferé satisfactoriamente. Asi, el florecimiento algal

pudo mantenerse desde |a tercera semana de enero hasta fines del mes de abril de 2005.

8. Fertilizacion de estanques

La fertilizacion efectuada durante el pnmer afio en los estanques sancochadores no
condujo a proliferacion algal independientemente del fertilizante usado. Durante la
segunda temporada la fertilizacion efectuada directamente en los estangques para el cultivo
de Artemia si culmind en un floreamiento algal, que comenzé a evidenciarse
promediando el mes de enero, aproximadamente. En adelante, el .ﬂorecémiento- algal se
mantuvo hasta fin de la temporada (mes de abrl) fertilizando quincenaimente los
estanques. Para la tercera temporada la fertilizacion con urea y superfosfato triple si bien
permitto el florecmiento de las microalgas, este no fue de la misma calidad que e
obtenido durante la temporada antenor con el producto enhance algae, observandose una
gran proliferacion de algas bentonicas, /ama, en todos los estanques de cultivo.
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9. Seguimiento del desarroflo algal

El desarrollo del cultivo de microalgas en las salinas no pudo ser controlado de
manera muy estricta. Si bien el agua de los estanques estaba intensamente coloreada, el
tamano extremadamente pequefio de las células hizo imposible su recuento, con la sola
excepcion del efectuado durante la primera semana de febrero de 2005 en el estanque
CT1, ocasion en que se registré una densidad de 560.000 céi/mi.
Las microaigas sembradas en placas con agar en medio Conwy proliferaron exitosamente
(Figura 20a). Sin embargo, al transferir las microlagas a matraces de 250 mi (Figura 20b)
con las salinidades expenmentales (35 y 100 ppt) sdlo proliferaron aquellas mantenidas a
concentraciones de 100 ppt. El cultivo de microalgas mantenidas a 35 ppt precipitd a la

semana de su siembra en matraces de 250 mil.

Figura 20. Aislamiento y cultvo de micreoalgas a partir de una muestra de agua de la
localidad de La Villa. a) Algas sembradas en placas de agar; b). Algas
sembradas en matraces a salinidades de 100 ppt.

En el medio de cultivo liquido proliferaron dos tipos de microalgas: la clordfita
Dunaliella salina (Figura 21) y una alga que podna pertenecer al grupo de las ciandfitas
del orden Chroococus (Figura 22) o bien a una forma enquistada de Dunaliella.

Las microalgas cianoficea del género Chroococcus crecen como celulas esféricas solitarias
o en grupos de 2 a 4. Su contenido celular es granuloso y de color variable, desde verde
amarillento a verde azulado o verde violaceo. Cada ceélula estd rodeada por una vaina
espesa, incolora o pigmentada. La presencia de esta canofita debe ser confirmada

mediante examenes mas exhaustivos.



Figura 22. Microalga tentativamente del género Chroococcus

Figura‘ 23. Aplanéspora de Dunaliella salina (Dunaliella enquistada) rodeada de
halobacterias.
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En general el crecimiento del cultivo aigal fue de desarrollo lento, donde D. salina
alcanzo densidades de 5.000 cel/ml luego de 2 semanas de cultivo, mientras que la otra
microalga presente en mayor abundancia es Chroococcus crecié logrando densidades de
100.000 cel/mi (Figura 24).
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100000 —o— D.saline 2 Chroococcus o
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Figura 24. Curva de crecimiento de las algas D. safina y Chroococcus bajo condiciones
controladas a salinidades de 100 ppt.

10. Decapsulacion y eclosion de quistes

Este procedimiento mostré niveles aceptables de eficiencia obteniéndose un valor
promedio de 68% de eclosion en un tiempo de 43 horas. Sin embargo, se debe sefalar
que la eﬁciéncia de eclosion fue disminuyendo paulatinamente conforme avanzaba la
temporada. La Tabla 14 da cuenta de los resultados obtenidos en cada evento de

decapsulacion-eclosion.



Tabla 14. Registro de la temperatura, salinidad, tiempo incubacion (horas) y eficiencia
eclosion (%) de Artemia durante la decapsulacién-eclosion realizadas para la inoculacién

en la salina. = = :

| Temperatura |  Salinidad tncubacion: | Eckasién

| Fed -~ (°Q) L (%) (h) (%) - |

Tenz;zom | 20 | 36 48 78
17/01/2005 24 e - 30 89
17/01/2005 24 36 30 78

| 4/02/2005 20 36 47 81

| 24/02/2005 19,5 36 48 60

| 24/02/2005 19,5 36 , a8 67

| 1/03/2005 19 36 ] as 60

| 1/03/2005 19 36 | 45 65

' 30/03/2005 17 36 45 41
30/03/2005 17 36 45 =
Promedio # Stdev 0%24 | 3600 | 43:70 | 684138

11. Evaluacion de quistes

]

Los resultados obtenidos de las pruebas realizadas por el Artemia Reference Center

sefalan como caracteristicas positivas desde el punto de vista del uso en acuicultura, el

pequefio diametro de los quistes; 234,3 pm (+ 8,9) y 229,78 pm (+ 10,5), durante la

primera y segunda temporada respectivamente y el alto contenido de acidos grasos
polinsaturados de los nauplios (Tabla 15). Al respecto, cabe destacar que el contenido de

los acidos grasos polinsaturados EPA y DHA aumentaron de 11,0 mg/g a 24,2 mg/g entre

la primera y segunda temporada. El porcentaje de humedad presentado por los quistes de
la segunda temporada se encuentra dentro del rango considerado como adecuado

(x>2x<10).
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Tabla 15. Contenido de acddos eicosapentanoico (EPA) y docosahexancico (DHA) en
nauplios de Artemia recién eclosionados.
Quistes producidos durante la temporada 2003 - 2004
) Sum (n-3)>0= 20:3(n-
. 3)
Area % Mg/g Area % Mg/g Area % Mg/g
10,9 10,0 0,1 0,1 11,9 11,0
Quistes producidos durante la temporada 2004 - 2005
Sum (n-3)>0= 20:3(n-
3)
Area % Mg/g Area % Mg/g Area % Mg/g
16,8 23,35 0,1 0.1 17,4 24,2

20:5n-3 22:6n-3

20:5n-3 22:6n-3

Ei aspecto negativo estaria dado por los bajos porcentajes de eclosion mostrados por
los quistes de ambas temporadas productivas (Tabla 16), y que a juicio del ARC tendria su
ongen en algun paso de la cosecha, proceso y/o almacenamiento, lo que podnra
establecerse con certeza analizando una muestra de quistes frescos (cosechados sin

procesar).

Tabla 16. Porcentajes de eclosion de muestras de quistes de las dos temporadas
productivas, analizados en el ARC (Béigica).

Quistes producidos durante la temporada 2003 - 2004

Muestra Tiempo (hr) %o de eclosion (28° C)
Original 24 Sin eclosién
Tratamiento con perdxido ~ 24 12,20
48 15,04

Quistes producidos durante la temporada 2004 - 2005

Original 24 22,12
Tratamiento con perdxido 24 24,24
48 25,25
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Por otra parte, los resultados obtenidos con los analisis realizados en el Laboratorio de
Genética & Acuicultura (ULA, Osomo) muestran valores distintos a los encontrados por el
ARC. Durante las primeras 24h de incubacion de los quistes no se registré eclosion, sin
embargo uné vez transcurridas 35h y hasta las 72h se produjo la eclosion masiva de larvas
nauphi, con valores superiores al 90% (Tabla 17). Estos valores porcentuales se
consideran ideales para las empresas comercializadoras de quistes y aunque se' registro
una escasa eficiencia de eclosion (numero de quistes por gramo), esta podria ser

mejorada optimizando los métodos de cosecha y almacenaje.

Tabla 17. Caractensticas cualitativas de los quistes de Artemia de PIC

Cono Porcentaje de Eclosion Efidendia de
eclosion
24 h 36h 48h 72h
b | 0 16.87 79.19 93.21 140.000 (= 920.213)
2 0 12.90 97.11 97.74 181.176 (z92.579)
3 -0 19.95 85.40 90.14 115.294 (+57.122)

12 Transporle e inoculacion de nauplos

En general, todos los eventos de inoculacion ejecutados fueron considerados como
exitosos, con ia sola excepcion de la primera inoculacion (8 de enero) en el estanque CT1
donde la sobrevivencia fue practicamente cero. Sin embargo, la obtencién de malos
recuentos al primer muestreo no implica necesariamente el resultado directo de un mal
procedimiento de transporte y/o inoculacion, sino que podrian ser atribuidos a otros
factores relacionados con las condiciones del estanque.

Los efectos poblacionales y productivos derivados de las distintas densidades de

inoculacion son analizados mas adelante en este informe.,

13. Monitoreo de Iz Poblacion de Artemia

Los muestreos de la poblacion realizados durante la temporada 1 (2003-2004,sistema
de cultivo monociclo), 2 y 3 (2004-2005, 2005-2006, sistema de cultivo mwiticiclo) no
mostraron diferencias en cuanto a la proporcion sexual macho:hembra, manteniéndose
dentro del rango considerado como normal (1:1) de acuerdo a los sefialado por Zifiga et
al. (1994).
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En cuanto al porcentaje promedio de hembras oviparas presentes en las unidades

productivas, este fue claramente superior durante la temporada 2003-2004, alcanzando un
20,25% (Tabla 18) del total de hembras adultas5, mientras que durante la temporada
2004-2005 estas alcanzaron s6lo al 5,87%6 (Tablas 19 y 20), variable que registro un alza
en la Ultima temporada con un 14,87% (Tabla 21).

Tabla 18. Valores promedio del porcentaje de machos, hembras, hembras con quistes y
hembras con larvas para cada estanque por mes con respecto a la poblacion de adultos

para la temporada 2004-2005.

Mes

Febrero
Marzo
Abril
Promecio
Febrero
Marzo
Abril
Promed
Febrero
Marzo
Abril

Br imec
Febrero
Marzo
Abril
Promedio
Febrero
Marzo
Abril
Fromeaco
Febrero
Marzo
Abril
Promedio
Febrero
Marzo
Abril
Prqmedic

" Estanque | Machos | Hembras | Hc/quistes | Hc/larvas |

(|

r—

PT1

PT3

CL1-v

L () | (%) | (% |
. 50,0 50,0 0,0
. 56,0 44,0 27,9
67,6 32,4 47,9
25,27
64,7 35,3 0,0
. 50,5 49,5 52,8
| 50,2 49,8 45,4
32,73
37,5 62,5 0,0
38,5 61,5 49,2
54,6 45,4 22,5
' 23,3
100,0 0,0 0,0
38,4 61,6 24,0
49,2 50,8 30,8
18,27
100,0 0,0 0,0
45,8 34,2 20,0
56,7 18,3 0,0
) G,Bﬂ
100,0 0,0 0,0
35,6 64,4 53,3
54,6 45,4 22,5
25,27
68,8 31,3 0,0
35,2 41,3 14,1
58,0 42,0 14,5
9,53

* Sobre la base de los datas de la Tabla 12, del Informe Técnico N° 1.

% Subre la base de los datos de la Tabla 5, del Informe Técnico N° 3.

o) |
0,0

6,1

26,3

0,0
4,6
9,0

0,0
0,3
42,5

0,0
0,7
25,6

0,0
0,0
37,5

0,0
6,7
42,5

0,0
0,0
7,7



Febrero ‘ CL2-2' } 44,4 55,6 20,0 0,0

Marzo 46,7 50,3 17,1 1,4
Abnil 49,0 21,0 26,8 1,3
Promedio ' 21,3

Tabla 19. Condicién reproductiva de las hembras (%) en el estanque CT1 y CT2 durante
el periodo 2004-2005; hembras (H), hembras con quistes (H ¢/Q) y hembras con larvas (H
¢/L), con respecto al total de la poblacion.

CT1 CT2
Ciclo semana H Ho/Q H¢/L H H ¢/Q H¢/L
G . 0,0 12,5 0,0 12,8 10,6 0,0
Primer ¢iclo 7 0,0 1,0 0,0 3,0 11,1 0,7
8 0,0 1,1 0,0
10 38 13,5 9,6 0,0 B8 0,0
12 24,5 0,0 0,0 4,5 13,6 0
Segundo ciclo 14 26,5 20,6 29 1,7 6,6 1,4
15 11,0 12,0 0,0 1,4 15,9 29
17 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0.0
18 B,7 1,9 1,9 10,4 2,2 2,2
Tercer ciclo 19 8,3 1,7 1,7 0,5 AT 2,3
20 1,7 10,3 1,7 6,1 4,0 0,0
Promedio +Stdev C N isc A= Z T e =
e i ey i ) 56 L2

P

Tabla 20. Condicion reproductiva de las hembras (%) en el estanque CT3 y PT1 durante
el periodo 2004-2005; hembras (H), hembras con quistes (H ¢/Q) y hembras con larvas (H
¢/L), con respecto al total de la poblacion.

CT3 PT1
Ciclo Semana i He/Q  HoL M HgQ  HL
9 39 0,0 0,0 2,6 2,6 0
10 3,0 4,0 0,0 5,9 0,2 0,2
Segundo ciclo 12 0,8 1,6 0,0 5,5 B,6 1,2
15 1,9 2,1 0,8
16 12,6 3,8 2,1
17 28,6 6,7 0,0
18 41,3 9,3 2,7
Tercer ciclo 19 - 14,8 14,8 5,8
20 13,0 27,8 0,0
Promedio +Stdev 13,4 + 53z 1.4 % 45 Ba-£ S &
§4.7 13 2,1 ) - 17 ok
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Tabla 21. Valores promedio del porcentaje de machos, hembras, hembras con quistes y
hembras con larvas para cada estanque por mes con respecto a la poblacion de adultos
para |a temporada 2005-2006.

Mes Estanque | Machos Hembras | H ¢/quistes | H c/larvas |
- (%) - (%) (%) (%)
Diciembre CT1 — )
' Enero 42,2 19,7 36,2 6 |
' Febrero 66,1 1,8 23,2 8,9
Marzo S 55,0 0,0 0,0 45,0
Abrril 38,3 8,1 8,3 453
Mayo - | 50,0 0,0 16,7 < ¢ i
Junio - T TR 0,0 M4 |
Promedio | _1' - ey | 141 = - — g __.l
Diciembre  CT2 1 |
Enero | 473 204 | 303 | 2¥ |
| Febrero f | 60,7 17,9 196 | 18
Marzo ' | 684 5.3 10,5 158
Abril % 76,4 11,8 3,2 86 |
Mayo 50,0 00 | 375 12,5
Junio ) 41,2 294 | 00 29,4
Promedio ; R i, o ™ 15,9 o
Diciembre [CT3 T 385 46,2 7 i e
¥ T 96 | 201 1 3p2 | 00 |
" Febrero J ] (e, . TR | . ) (s F 166 |
' Marzo | 48,8 14,2 15,9 21,2 |
| Abril 377 185 | 155 | 83 |
Mayo ] e | | o=
Junio | =33 | oo 0,0 46,7
[P"ijr'vf!;'ti-l.':- = __5 N ‘
| Diciernbre PT1 } '
| Enero v . ] =1
| Febrero | 495 58 280 | 158 |
Marzo 51,7 36,7 5 | <48 |
| Abril 61,5 100 | 168 | 11,8
Mayo e - :
Junio i 4900 | 200 0,0 300 |
Promedia ' - 13,1 |




Tabla 22. Condicion reproductiva de las hembras (%) en el estanque CT1 y CT2 durante el
periodo 2005-2006 para el total de la poblacion; hembras (H), hembras con quistes (H
___¢/Q) y hembras con larvas (H c/L).

!r CT1 . =) £ ]
| Ciclo H HyQ |  HgL | 2 H L HdQ Hefll |
! 1°ciclo 4,3 5,7 1,4 1,2 T 0,0

; 194 | 15,7 .09 9,4 8,4 0,0
ey o D i Al ) R 0,6 5.0 19,9 06 |
. 2°ciclo 4.8 36,5 0,0 16,0 t (5 oy 4,3 I
‘- 18 22,8 8.8 37 13,4 1,2

; 0,0 0,0 0,0 0,8 00 | 00
T Y. | A W7 B+ 7 G G S . 7,
| 3° ciclo . 6,3 0,0 12,5 0,0 0,0 0,0

; 0,0 3.2 12,9 6,3 1,6 4,8

; 1,0 29 10,8 36 | 10 | 26

| 4°ciclo 0,0 4,2 8,3 0,0 8.8 f 2,9

| 7 R Y . WY (R - I (Y 00 | s8 |
| PromediotDS | 43¢5 | 91=1 60+52 | 33 &3 £6,7 ] i9+2

Tabla 23. Condicion reproductiva de las hembras (%) en el estanque CT3 y PT1 durante el
periodo 2005-2006 para el total de la poblacion; hembras (H), hembras con quistes (H
_¢/Q) y hembras con larvas (H ¢/L).

R

| i SN AR | Tl e
oy b W T wegd T At | A | Wog | Wol |
i 1°ciclo 1 27,3 | 4,5 4,5 . | g
. 0,0 ! 1,3 0,0 | ' |
PP e 45 | 00 %9 } E |
' 2°ciclo | Af 0,0 | 00 00 |
| | | 0,0 20,8 25 |
| 1,8 2,5 1 0,0 | 3.2 T 16 |
| \ 0,6 | 0,6 | 1,2 i 1 LA \ 5,0
‘ 0,5 0.9 | 0,9 33 | 93 | 0o
I | 2.2 ’ 5,0 | =58 6,8 136 | 97 |
| 3° ciclo 0,3 0,8 | 1,6 2,9 00 | 00
i | 18 ‘ 0,9 0,9 2,9 0,0 | 0,0 {
| [ AL 9,9 11 138 8 [ Az |
| 6.3 | 6.3 3.2 1,5 104 | 45
' 2,9 ,l 14 | 57 16 65 | 32 |
4°ciclo T T e ST | I [ - 7 G ) T I
Promedio+DS 4,7+7,3 ] fxd ] 1220 | 3.2:x356 | 3265 j 4,043

Las densidades promedio por sistema, para el periodo comprendido entre los meses de
febrero a abril de la temporada 2003-2004 fuercn de 146 ind/l (+ 134) para los estangues
modif%cados transversalmente (CT), 276 ind/l (£ 502) para el sistema con modificacion
perimetral (PT), y finalmente de 343 ind/l (£ 224) para aquellos estanques modificados
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longitudinalmente (Figura 25). Las registradas durante el pimer ciclo de la temporada
2004-2005 fueroh de 150,5 ind/l en el estanque CT1 (Figura 21) y 812,7 ind/l en el
estanque CT2 (Figura 26). En el sequndo cidlo las densidades promedio expresadas como
ind/| fueron de 304,3 en CT1; 225,5 en CTZ2; 707,6.en CT3 y 1171,3 en PT1 (Figura 26).
Finalmente, para la temporada 2005-2006 las densidades promedio registradas para el
ciclo 1 fueron de 40, 66 y 115 ind/l en los estanques CT1, CT2 y CT3, respectivamente
(Figura 27). Durante el segundo ciclo las densidades promedio en los estanques CT1, CT2,
CT3 y PT1 alcanzaron los 26, 52, 250 y 31 ind/l, respectivamente (Figura 27). El tercer
ciclo se registraron las densidades registradas fueron de 60, 123, 241 y 126 ind/l en los
estanques CT1, CT2, CT3 y PT1, respectivamente (Figura 22). Por Gltimo antes de la
inundacion se alcanzaron a registrar datos de un cuarto cido y que se detallan como
sigue 66, 58, 342 y 600 ind/l en los estanques CT1, CT2, CT3 y PT1, respectivamente
(Figura 27).

arT mCL

N |

Densidad poblacional 2003-2004 acCT
1500

:

Densidad (ind/1)

8

OJ;LJ.a@uL.;IJ.J

Monocicio (semanas)

13

Figura 25. Densidad poblacional de Artemia en las unidades productivas con distintas
modificaciones, durante la temporada 2003-2004.
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Figura 26. Muestra la densidad poblacional de Arfernia en los estanques CT1, CT2, CI3 y
PT1 durante la temporada 2004-2005.
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Figura 27. Muestra la densidad poblacional de Arternia en los estanques CT1, CT2, CT3 y
PT1 durante la temporada 2005-2006.

14. Construccion de tamices

Los tamices construidos con bateas circulares plasticas y malla de 100 resultaron
eficaces para !a retencién de quistes durante el proceso de limpieza, aunque para el
manejo de volimenes mayores debera aumentarse el tamafio de éstos. Igualmente
debei:é considerarse el uso de malla de 180 a 200 pm para que los tamices no se tapen
con tanta facilidad debido a la presencia de microalgas. Los embudos confeccionados con
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paiio (batista) resultaron eficaces y mas practicos para las labores de recoleccion de
quistes en terreno que aquellos construidos con bateas plasticas.

Para los fines de recoleccion de biomasa, 12 malla agricola baby citrus demostro ser eficaz,
reteniendo inclusive los nauplios de Artemia. El reemplazo de las mangas de batista por
malla baby ditrus durante las faenas de cosecha permitiria la obtencién de biomasa mas

limpia y con ello disminuira el tiempo requendo para su limpieza.

15, Monitoreo de ensayo (Osomno)
Temporadas 1 y 2 (2003-2004; 2004-2005)
En la Tabla 24 se presentan los valores promedios del total de descendientes de cada

cepa a las distintas salinidades experimentales. La cepa de la Bahia de San Francisco
(USA) inoculada en la salina de La Villa alcanzo mayor numero de descendientes cuando
fue cultivada a la salinidad experimental de 100%c mientras que los menores valores se
observaron a la salinidad maxima (150%c) afectando en forma significativamente
negativa el nimero quistes producidos (Tabla 24). En términos generales esta cepa
predujo un mayor numero de descendientes, 173, 2 (+ 135,9) y 190,4 (+ 53,06) cuando
fue cultivada a 35 y 50 %o respectivamente (Tabla 24). La mayor proporcién de
descendientes fue a través de reproduccion ovipara observandose escasa produccion de
nauplios en todas las salinidades experimentales utilizadas. La cepa nativa de La Villa
produjo mayor numero de descendientes en todas las salinidades experimentales
estudiadas respecto de la cepa de San Francisco, con los mas altos registros, 229 (+
121,29) descendientes, a la salinidad 50%o y los menores 100,5 (+ 121,29) a 35 %o
respectivamente (Tabla 24). Ademas, en esta cepa se registré una mayor proporcion de
nauplios en todas las salinidades experimentales comparadas con la cepa norteamericana,
especialmente cuando su cultivo se llevo a cabo 125%o (Tabla 24). El analisis estadistico
realizado confirma un efecto significativo a salinidades de S0 y 75 %o en la produccion de
quistes (P< 0.05). Aunque se registro un efecto significativo en la produccion de quistes
cuando los ejemplares fueron cultivados a salinidad menor, éste fue negativo (P< 0,05) y
redujo el nimero de descendientes producidos en forma ovipara (Tabla 25).
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Tabla 24. Descendencia de Artermia de las cepas San Francisco USA y La Villa (Chile) a
distintas salinidades experimentales.

Cepa Numero | Salinidad | Total de Quistes Total Descendendia |
de Pares (%o0) (sd) Nauplios Total (sd) |
it ._ (sd)
['San Frandsco, | 10 35 173,7 (133,18) | 1,5 ( 4,74) | 175,2 (135,95)
| USA 10 50 1658 ( 3591) | 246 (51.98) | 190,4( 53,06)
' 10 __I5 1149 ( 82,69) 1,1 { 3,47) | 116,0( 82,38) !
10 100 160,1 (103,04) | 34,1 (52,71) | 194,2(110,46) |
10 125 154,2 (107,87) 4,8 (15,17) | 159,0 (114,00) |
10 150 71,7 (70,05) 7,4 (23,40) | 79,1 ( 67,00) |
Lavilla,Chile | 9 | 35 78,6 (67,97) 21,8 (25,95) | 100,5( 81,89) |
10 50 197,5 (124,06) 32,0 (25,17) | 229,5(121,29) |
W | 75 1425(89,99) | 69,6 (83,04) | 212,2(123,14)
10 100 60,1 (24,73) 67,1 (48,19) | 127,2( 57,80)
10 125 76,3 (79,90) 105,4 (97,00) | 181,7 (115,91)
10 150 52,4 (57,28) 94,7 (66,12) | 147,2 ( 76,58)

Tabla 25. Analisis de Varianza del efecto de la salinidad en la generacion de descendientes
enquistados en la cepa de Artemia de la Bahia de San Francisco (USA) y de La Villa

(Chile). * Significativo (P< 0,05). s L
! Pendiente | Error | Intervalo de i
Cepa Salinidad B estindar T e i Confianza l
s, | Menor Mayor ‘
| San 35 0,094 0,187 | 0,501 | 0,619 -0,281 0,468
Francisco, | 50 0112 | 0,187 | 0,597 0553 | -,0263 0,486 |
UsA 75 0,242 0,187 1,292 0,202 0,133 0616 |
. 100 0,149 0,187 -0,797 0,429 0,524 0,226 |
. 125 0,235 0,187 1,256 | 0,215 -0,140 0,610 |
L 150 - - - | 0,000* - |
- | |
La villa,| 35 0,788 | 0,212 3,722 0,000 | 0,363 | 1212 |
Chile 50 0,561 0,206 2,719 | 0,009¢ | 0,147 0,974 |
| 75 ] 0472 | 0206 | 2,289 | 0,026* 0,058 0,886 |
| 100 0,292 0,206 1,415 0,163 -0,122 0,706 |
| 125 0,197 0,206 ,953 0,345 -0,217 0,610 |
S | 150 = ” - __ | 0,000* L -]

La Figura 28 presenta los valores promedios del total de descendientes de las cepas

SFB y PIC. En general la poblacién de PIC produjo un mayor numero de descendientes
que la de SFB en todas las salinidades experimentales. La poblacion PIC alcanzé mayor
nimero de descendientes (538 £ 50.47) cuando se mantuvo a la salinidad experimental



de 75%o mientras que los menores valores (279 £ 38.23) se observaron a la salinidad
maxima (150%eo) afectando ‘en forma significativamente negativa el numero quistes
producidos (Tabla 26 y 27). La mayor proporcion de descendientes fue a través de
reproduccion ovipara (excepto a la salinidad 50 y 75%s.) con escasa produccion de
nauplios en todas las salinidades experimentaies utilizadas. El test @ posteriori Tukey
confirma en la poblacion PIC el efecto significativo positivo y negativo (P<0.05) de la
salinidad de 75%e0 y 150%0 respectivamente, en el nimero total de descendientes.

Tabla 26. Analisis de varianza del efecto de las salinidades experimentales en el nimero
total de descendientes para las poblaciones PIC y SFB

L —— e — _

Efecto (GL) - F P :
| Localidad 1 243.985626 1.79725E-29
| Salinidad 5 28.8162708 1.80294E-18
| Entre o _37.7042542 _3.27674E-22
700
OPIC BSFB
600 T
B o '
§ 00 -t
2
& 30
L] | i
& 200 |
100

Pyl 100 125 150
Sanndad

Figura 28. Descendencia de Arferma de las cepas PIC y SFB a distintas salinidades
experimentales.
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Tabla 27. Test a posteriori Tukey del analisis de varianza del efecto de las salinidades
experimentales en el nimero total de descendientes en las poblaciones de PIC y SFB.

. @ & @ 6B @ @ @ ¢ (0 (1 (12}

"{ i1 0.0347 0.0001 0.9991 1.0000 0.0001 0.9999 0.0001.0.0001 0.0003 0.0101 0 0001i
i - b 00347 0.0007 0.0018 0.0561 0 0001 0.0032 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0 0001
J (3 © 0.00010.0007 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
! ” 4 59991 0.0018 0.0001 0.9956 0.0001 1.0000 0.0001 0.0001 0.0058 0 1340 0 0001
L =) © 10000 0.0561 0.0001 0 9956 0.0001 0.9991 0.0001 0.0001 0.0002 0.0058 0 0001
L (6} : Q0 0001 0 0001 0 0001 0 0001 0.0001 00001 100000.221309493 0341004118
2'{7} 4 09999 0.0032 0 0001 1 0000 0.9991 00001 0.0001 0.0001 0.0032 0.0882 0.0001
. o ® 00001 00001 0.0001 0.0001 0.0001 1.0000 0 0001 02213 0.9493 0.3410 0.4118
2 @) _000010.0001 00001 0.0001 0.0001 02213 0.0001 0.2213 0.0032 0 0002 1 ooooli
- “O}d 0.0003 0.0001 0.0001 0.0058 0.0002 0 9493 0.0032 09493 0.0032 0.9956 0 o1oa|'

0 { 0010100001 00001 0 1340 0.0058 0 3410 0 0882 0 3410 0 0002 0 9956 00002
2{12} f 00001 000010000100001 0000104118 00001 0 4118 1 0000 0.0101 0.0003

16. Recolecdon de quistes

Durante la temporada 2003-2004 se recolectaron 60 g de quistes (peso seco), de ellos
el 69,6% (41,8 g) se colectaron desde el estanque PT1 (modificado perimetraimente),
mientras que en los otros dos de la serie (PT2 y PT3) no se observaron quistes (Figuras 33
y 34). La colecta maxima (13 g) se produjo con una densidad poblacional de 90 ind/l, de
los cuales 28,6 correspondian a hembras oviparas (Figura 32). En los estanques
modificades transversalmente se colectaron 14,3 g (23,8%). La colecta maxima en la
unidad productiva CT1 fue de 4,6 g con una densidad poblacional de 140 ind/l, de los
cuales 21,3 eran hembras oviparas (Figura 29). En CT2 la colecta maxima alcanzo los 4,3
g con una densidad de 191 ind/l y de eilos 38,1 fueron hembras oviparas (Figura 30).
Mientras que CT3 no se observd producdon de quistes a pesar de haberse detectado
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hembras oviparas (Figura 31). En los estanques modificados longitudinalmente CL1-1" y
CL2-2’ se colectaron 1,1 g de quistes con la presencia de hembras oviparas de 120,2 y 54
ind/! respectivamente, mientras que las densidades poblacionales de 1080 y 120,2 ind/l en
CL1-1"y CL2-2' respectivamente (Figuras 30 y 31). '

La totalidad de las modificaciones realizadas en los estanques constituian un volumen
de 39,79 m? disponibles para el cultivo de Artemia. Asi, la produccién en g de quistes por
m* de agua destinada al cultivo durante la temporada fue de 2,56.

Quistes 2003-2004 (CT1)
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i 2 3 4 5 & T B 8§ 10 1M 12 1 =
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Figura 29. Muestra la produccion de quistes en el estanque CT1, contrastada con la
densidad poblacional y el porcentaje de hembras oviparas en la poblacion

Quistes 2003-2004 (CT2)
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Figura 30. Muestra la produccion de quistes en el estanque CT2, contrastada con la
densidad poblacional y el porcentaje de hembras oviparas en la poblacion.
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Quistes 2003-2004 (CT3)
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Figura 31. Muestra la produccion de quistes en el estanque CT3, contrastada con la
densidad poblacional y el porcentaje de hembras oviparas en la poblacion.

Quistes 2003-2004 (PT1)
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Figura 32. Muestra la produccion de quistes en el estanque PT1, contrastada con la
. densidad poblacional y el porcentaje de hembras oviparas en la poblacion.
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Quistes 2003-2004 (PT2)
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Figura 33. Muestra la produccion de quistes en el estanque PT2, contrastada con la

densidad poblacional y el porcentaje de hembras oviparas en la poblacion.

Quistes 2003-2004 (PT3)
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Figura 34. Muestra la produccion de quistes en el estanque PT3, contrastada con la

densidad poblacional y el porcentaje de hembras oviparas en la poblacion.
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Quistes 2003-2004 (CL1-1°)
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Figura 35. Muestra la produccion de quistes en el estanque CL1-1', contrastada con la
densidad poblacional y el porcentaje de hembras oviparas en la pablacion.

Quistes 2003-2004 (CL2-2')
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Figura 36. Muestra la produccion de quistes en el estanque CL1-1', contrastada con |a
densidad poblacional y el porcentaje de hembras oviparas en |3 poblacion.

La produccion de quistes durante la temporada 2004-2005 alcanzé a 4.200 g (peso

hﬂme&o), en un volumen Gtil de cultivo de 217,8 m?, lo que se traduce en 19,28 g de
quistes por m* durante la temporada o 2,63 g de quistes/m’/mes. El estanque mas
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productivo fue CT3, en que se cosecharon 1869,5 g de quistes (peso himedo). La colecta
maxima en esta unidad fue de 3459 g de quistes con una densidad poblacional
aproximada de 500 ind/! y 26 hembras oviparas por litro de agua (Figura 39). La mayor
colecta realizada en CT1 fue de 220,6 g con una presencia de 34 hembras oviparas por
litro de agua y una densidad poblacional 325 ind/l (Figura 37). Mientras que en CT2 la
colecta maxima fue de 119,1 g de quistes con una densidad poblacional de 238 ind/l y 10
hembras oviparas/! (Figura 38). La Figura 40 muestra 13 produccion de quistes en la
unidad PT1, que aunque sélo funciond tres semanas se lograron colectar 74,98 g de
quistes. En esta unidad productiva se registro la densidad poblacional mas alta que
alcanzo los 2515 ind/l.

Cabe sefalar que el estanque CT2 aunque tuvo el porcentaje mas alto de hembras con
quistes (7,4%) produjo solo el 17,21% de los quistes, mientras que los estanques CT3 y
CT1 con porcentajes promedio de hembras oviparas durante la temporada de 7,0% vy
5,3% produjeron el 19,74% y 60,61% respectivamente.
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Figura 37. Muestra la produccion de quistes en el estanque CT1, contrastada con la
densidad poblacional y el porcentaje de hembras oviparas en la poblacién
durante la temporada 2004-2005,
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Figura 38. Muestra la produccion de quistes en el estanque CT2, contrastada con la
densidad poblacional y el porcentaje de hembras oviparas en la poblacion
durante la temporada 2004-2005.
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Figura 39. Muestra la producciéon de quistes en el estanque CT3, contrastada con |3
densidad poblacional y el porcentaje de hembras owparas en la poblacion
. durante la temporada 2004-2005.
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Figura 40. Muestra la produccion de quistes en el estanque PT1, contrastada con {a
densidad poblacional y el porcentaje de hembras oviparas en la poblacion
durante la temporada 2004-2005.

Para el periodo de tiempo que comprende la extension del proyecto (temporada 2005-
2006), la produccion alcanzo los 829,3 g de quistes peso humedo, producidos en 4
estanques que en conjunto representan 217,8 m>. Asi la produccidn puede ser expresada
como 3,81 g de quistes peso hUmedo/m?/temporada, lo que al compararse con la meta
planteada para 726 m® de 11,32 g de quistes peso humedo/m’/temporada, implica una
efectividad de 33,64%. )

Del total de quistes cosechados un 33,9% (281,13 g) no fueron viables (eclosionados en
terreno) y del remanente un 49,8% del peso (270 g) corresponde 3 pérdida por humedad
lo que resulta en 273 g peso seco durante ia temporada (Tabia 28).

Tabla 28. Produccion de quistes para la temporada 2005-2006. B+M: total quistes
cosechados (peso himedo) periodo 2005-2006; B: produccion final en gramos peso seco;
PC: % de perdidas por condicion y PH: % perdidas por humedad.

) ' Malos | B+M | PC | PH |
1 (gPS) | (gPH) | (gPH) | (%) | (%)
[Total | 273 | 270 | 823 | 339 | 498 |
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17. Limpieza de quistes

La colecta de quistes desde los estanques de cultivo de Artemia involucra la utilizacion
de tamices de distinta abertura de maila, asi, al laboratorio solo se transportan quistes y
no agua. Si bien este método de colecta resulta algo mas lento, conlleva la ventzja de
haber eliminado gran parte de las impurezas de gran tamano presentes en los estanques
(hojas, ramas e insectos, entre otras), lo que equivale a la eliminacion de! 100% de estas
macro impurezas. Otras impurezas como tierra y microalgas (muy abundantes) fueron
eliminadas exitosamente con el proceso de lavado realizado en el laboratorio.
18. Secado de guistes

El secado de quistes en bandejas a temperatura ambiente durante la primera
temporada, si bien permitié la pérdida de peso de éstos hasta lograr peso constante en
aproximadamente S dias, no fue posible establecer el porcentaje de humedad residual de
los quistes, y por ende si ellos estaban en las condiciones Optimas para su
almacenamiento. '
La construccién de un deshidratador solar durante la sequnda temporada productiva
(2004-2005) permitio el secado de los quistes (hasta lograr peso constante) en un tiempo
promedio de 12 horas (Figura 41), y a una temperatura que se mantuvo entre 35 y 38° C.
Cabe sefalar que el proceso de secado no se logré en el transcurso de un dia, por lo que
los quistes permanecieron durante una noche en el deshidratador para continuar su
proceso de secado al dia siguiente. Durante la tercera temporada el uso de un
termoventilador para el secado de quistes permitio disminuir de 12 a 8 horas el tiempo de

secado, lo que implica un mejoramiento en la tasa de secado de 15%.
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Figura 41. Curva de secado quistes en deshidratador solar temporada 2004-2005.
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El rendimiento promedio obtenido con los tres lotes de quistes sometidos a este
proceso fue de 54% + 7 (Tabla 30).

Tabla 29. Rendimiento (%) de los grupos de quistes colectados para el periodo
comprendido entre febrero y abril de 2005 en las salinas de la viila.

(= Pego inicial | Peso final ~ Rendimiento

| Partida quistes | oy ) 5 __l
i1 | 1236,2 749.9 61

¥ 1IN [ 8533 3114 48 .
g 3 5079 | 2688 53 d
| Promedio + Stdev. o i e e S S oY

19. Aimacenamiento de quistes

Los quistes producidos durante la primera temporada, luego de secados fueron
depositados en bolsas y mantenidas en un desecador con silica-gel. Desde aqui se sacaron
solo para preparar las muestras que senan enviadas a Bélgica para ser analizadas.
Mientras que los quistes producidos durante a temporada 2004-2005 luego de secados
fueron puestos en bolsas metalizadas trilaminares y selladas al vacio. Dadas las

caracteristicas del envase, los quistes no requirieron de ningun almacenamiento especial.

20. Evaluacion def bempo de deshidratado en salmuera sobre el contenido de humedad y
porcentaje de eclosion de quistes

El porcentaje y eficiencia de eclosion de los quistes de Artemia almacenados durante 1, 2,
3, 4y 5 semanas en salmuera estan representados en la Figura 42 y Tabla 31. En general
una escasa eclosion de quistes se registro luego de 24h de inoculados para todos los
periodos de permanencia de éstos en salmuera, mientras que a las 72h se registro los
mayores porcentajes de edosion. Estos porcentajes fluctuaron entre 11,34 y 52,35 % en
aquellos quistes que permanecieron al menos 3 semanas en salmuera. De acuerdo a los
resultados los mayores registros de eficiencia de eclosion se obtuvieron también luego de
72h post-inoculacion para aquellos guistes que permanecieron 4 semanas en salmuera, lo
que indicaria que en este caso a partir de 1 gramo de quistes se obtendrian en promedio
188.0‘00 nauplios (Tabla 31).
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Figura 42. Porcentaje de humedad y edlosion de quistes de Artermia aimacenados durante
1, 2, 3, 4 y 5 semanas en contenedores con saimuera durante la temporada
2005-2006.

Tabla 30. Porcentaje y eficiencia de eclosion a las 24, 48 y 72 h de quistes de Artemia
almacenados post-cosecha en contenedores durante 1, 2, 3, 4 y 5 semanas en salmuera
durante el periodo 2005-2006.

29N 1 2 3 + 5
Porcentaje 0 1,64 0.87 0.10 0.00
aclosion
5D 0 1.54 072 0.30 0.00
Eficiencia 0 1069.87 402.80 133.33 0.00
edlosion
48 h I £ e il 4 5
Porcentaje 3.08 9.01 26.99 15.64 3.94
eclosion
SO 1.90 373 7.54 6.96 3.79
Effcrencia 7733.33 35866.67 100800.00 42800.00 18266.67
edosion
72 h I 2 3 4 5
Porcentaje 11.34 14.17 52.35 46.10 2644
eclosion
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SO 3.76 4.98 9.60 11.06 15.77 |
Eficenda 41333.33 | 52266.67 | 136933.33 | 188000.00 | 143733.33
eclosion

El periodo de almacenamiento post-cosecha afecto significativamente el porcentaje de
humedad de los quistes (p<0,05) (Tabla 31) augue este no tuvo un efecto en el
porcentaje de eclosion de ellos (p>0,5). El test a posteriori indicd que los quistes deben
permanecer al menos 2 semanas en salmuera para alcanzar porcentajes de humedad
menores a los requeridos por los controles de calidad (10%). Aunque no existe diferencia
en la deshidratacion de los quistes entre un periodo de almacenamiento de entre 2 y 3
semanas en salmuera, 4,30 y 4,34 % respectivamente éstos fueron ligeramente menores
respecto de aquelios que fueron sometidos a Uratamientos mas prolongados (4 y 5
semana) (Tabla 32, Figura 42).

Tabla 31. Analisis de varianza del efecto de la permanencia de los quistes en salmuera
sobre el porcentaje de humedad de los quistes Arterna.

df MS df MS
Effect Effect Error Error F p-level
- 1110,59 12,00 146,95 7,55 0,008

Tabla 32. Test a posteriori Tukey del efecto de la permanencia de los quistes de Artemia
en salmuera durante distintos periodos de tiempo.
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21. Cosecha de biomasa

La cosecha de biomasa durante la primera temporada alcanzo los 6.500 g, sobre 1a base
de un sistema de cultivo monocicio, mientras que en ia segunda y tercera fue de 15.000 y
23.800 g con un sistema de cultivo multiciclo.

El objetivo productivo planteado para la extension fue de 165 g de biomasa peso
hf:me::lo/m3/temporada, considerando una temporada con tres ciclos y un volumen de 726
m*® (10 estanques). Calculando la produccion obtenida en los 4 utilizados (de los 10
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considerados), el objetivo fue logrado en un 66% (109,3 g de biomasa peso
himedo/m’/temporada). Sin embargo, la meta fue planteada considerando una
temporada de 3 cidos y puesto que tal situacion se dio solo en 1 estanque (CT3) se
calculd la eficiencia para cada estanque, siendo necesano transformar la meta a kg de
biomasa hiUmeda/cilco/estanque. Asi, tal transformacion da como resultado 2,99
kg/ciclo/estanque como meta productiva, que al ser comparada con la produccion real, en
términos porcentuales muestra que el cbjetivo fue logrado en un 51,33, 51,33, 81,23 y
142,52% en los estanques CT1, CT2, PT1 y (T3, respectivamente, y que al ser
promediados dan una eficiencia de 81,6%.

En las tres temporadas productivas se empled el mismo método de cosecha ya que
demostré ser eficaz, aunque podria mejorarse la eficencia por medio del uso de una
bomba de mayor caudal. Ademas, podna introducirse cambios respecto de los matenales
utilizados para la construccion de mangas. Idealmente podnan ser fabricadas con malla
baby citrus, ya que su tramado aunque capaz de retener inciusive los metanauplios de
Artemia, permite el paso'de tierra y arena, lo que junto con hacer mas rapido €l procesa
de cosecha (al no obstruirse tan facilmente como la batista), facilitaria el posterior lavado

de la biomasa.

22. Procesarmento de biomasa

El proceso de limpieza de |a biomasa cosechada durante la primera temporada se pudo
realizar de manera eficaz, eliminando casi 1a totalidad de las impurezas. Aunque el tempo
requerido fue de 2 horas aproximadamente, un tiempo excesivo teniendo en cuenta la
pequeia cantidad de biomasa manejada. La conclusion fue que los matenales empleados
para la limpieza no eran los 6ptimos. Asi, durante la sequnda temporada se probd con
éxito la malia baby dtrus, el que se vio reflejado en una notable reduccion (75%) del
tiempo necesario para la faena de limpieza, y en la obtencién de una biomasa mas limpia.

23. Pruebas de secado de biornasa

El secado de biomasa utilizando calor se lleveé a cabo en el deshidratador solar
construido durante la temporada 2004-2005. En el primer ensayo, el peso constante de la
biomasa se alcanzé luego de 96 horas en el deshidratador (12 dias), con un tiempo
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efectivo de secado’ correspondiente a 6 dias. El rendimiento promedio fue de 13,1%. De
manera que a partir de 2.025 g de biomasa himeda se obtuvo 260 g de biomasa seca
para ser envasada. Mientras que para el segundo ensayo, el peso constante se logro
transcurridas 1.28 horas (16 dias) de permanencia en el deshidratador de los que solo 6
fueron de secado efectivo. El rendimiento promedio logrado fue de 18%, es decir que de
los 1.198 g de biomasa humeda se obtuvo 217,5 g.

La biomasa dispuesta en bandejas con malla baby ctrus (Fiqgura 43b) presentd la
desventaja de requerir mas tiempo para el lograr peso constante. Sin embargo, por ser un
material mas rigido permitio un retiro mucho mas facil de la biomasa desde las bande)as.
Por el contrano, el uso de tela (batista) en las bandejas (Figura 43a) tiene dos
inconvenientes; el primero dice relacion con la dificultad para despegar la biomasa seca
desde la tela, y el sequndo es consecuencia del primero, es decir, producto del manejo
para despegar la biomasa esta se muele demasiado, lo que podia significar un problema

con miras a su comercializacion.
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Figura 43. Curva de secado de biomasa en ei deshidratador solar temporada 2004-2005.
a) Pano de tela batista; b) Maila baby citrus.

Por otra parte, el secado de biomasa a través de liofilizacion realizado en el laboratorio
de Genética & acuicuitura (ULA, Osorno), requirid de 28 horas. La mayor pérdida de
humedad se registré durante las pnmeras horas, mientras que luego de 24 h de
liofilizacion este proceso se volvié cada vez mas lento hasta alcanzar un peso constante

(Tabla 34). El peso inicial de las botellas con biomasa durante la primera temporada fue

’ Se considerd como tiempo efectivo de secado s6lo los dias soleados.
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de 87,0 g mientras que el
himedo/peso seco) del 26,4

de la curva de secado que s

final alcanzo un 23,0 g lo que significa un rendimiento (peso
}3%. La vision grafica de la experiencia se representa a través
e muestra en la Figura 44,

Una vez finalizado el pmﬁo
plasticas y enviadas a Pichilému para ser envasadas.

Tabla 33. Biomasa de Arten

de liofilizacion, las muestras fueron puestas en bolsas

ia. Registra del proceso de liofilizacion temporada 2004-2005.

| Tiempoe  Peso(g) Peso(g) Peso(g) Peso(g) Peso(g) |
(h) Boteila 1 Botella 2 Botella3  Botellad Promedio/hora
0 87,0 87,0 87,0 87,0 87.00 |
1 82,5 81,9 81,2 81,5 81,78 [
2 77,6 76,8 76,2 77,0 76,90
3 73,8 72,6 72,0 73,0 72,85 |
4 70,3 68,9 68,3 69,7 69,30 .'
5 66,8 65,0 64,9 65,9 65,53 '
| 3 61,8 59,7 59,1 60,8 60,35
. 7 58,8 56,3 Ss,8 57,6 57,13
8 56,1 53,2 52,8 54,8 54,23
24 30,0 25,9 25,9 28,4 27,55
25 28,4 24,6 24,5 27,0 26,13
26 27,3 23,4 23,3 25,8 24,95
27 25,4 21,8 21,8 24,2 23,30
28 252 21,5 21,5 24,0 23.00
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Figura 44, Curva de secado, mediante el proceso de liofilizacion, de biomasa congelada de
Artemia provenientes de la localidad de La Villa, Pichilemu (2004-2005).

De acuerdo al informe emitido por el Artemia Reference Center los porcentajes de
humedad en las muestras de biomasa secada por calor y liofilizada fueron de 13 y 7%,
respectivamente. Lo que dejana en evidencia que la biomasa secada por calor requiere de

un mayor tiempo de secado para lograr porcentajes de humedad infenores al 10%.

24. Pruebas de empaque para quistes y biormasa

Los ensayos realizados con los materiales disponibles para envasar quistes y biomasa
(bolsas metalizadas trlaminares y PYC de 15 pm) permitieron establecer la mejor
combinacion de tiempo de vacio, y tanto tiempo como temperatura de sellado. Asi, el
sellado mds eficaz utilizando bolsas metalizadas fue 25 y 2,5 seg de vado y sellado,
respectivamente, mientras que la temperatura media fue la optima. Mientras que para el
envasado con lamina de PVC la combinacion optima fue 20 y 2,5 seg de vacio y sellado

respectivamente, en tanto que la temperatura utilizada fue baja.

Transcurridos diez meses desde que la biomasa fue envasada, se puede decir que las

bolsas metalizadas resultan eficaces en la mantencion del vacio y por ende de las



caracteristicas de la biomasa al momento de ser envasada. Distinto es el caso de las

bolsas de PVC, las que luego de tres meses en promedio, comenzaron a perder el vacio.

25. Cosecha de sal

- Durante la temporada 2003-2004, luego de aproximadamente 4 afios sin actividad en
el sitio El Piion (salina 1), se lograron cosechar en total 30.000 kg de sal (500 sacos).
Mientras que durante la sequnda temporada productiva del proyecto (2004-2005), se
realizaron 3 cosechas de sal, la primera de las cuales involucro 3 cristalizadores, mientras
que en las dos restantes se hicieron sobre 5 piezas cristalizadoras, lograndose al final de la
temporada una produccion de 900 sacos, equivalentes a 45.000 kg de sal. Mientras que la
cosecha para la temporada 2005-2006 alcanzd los 600 sacos, equivalentes a 30.000 kg de

sal.

26. Contacto con eventuales compradores

Como resuitado concreto del envio de muestras a ios eventuales usuarios de Artemia,
se destaca el contacto con la Asociacion de Acuaristas de Chile (ACDA). Las exitosas
pruebas de alimentacién realizadas con las muestras enviadas fue motive de la realizacion
de una charla informativa el dia 3 de septiembre de 2005, cuyo tema principal fue dar a
conocer las caracteristicas nutricionales y ventajas del uso de Artemia en “acuarofilia”.
Ademas, se enviaron muestras a las tiendas de acuano Aquazoo, Aquaplant y Monmar
Aquaiium, y a la empresa camaronera C.I. Cartagena de Acuicultura S.A. (Zeus
Investtments Inc. Sucursal Colombia Cartagena Shrimp Co.).

Las opiniones expresadas por quienes usaron las muestras enviadas indican que la
biomasa de Artemia tendria usos especificos segin su procesamiento. Asi, la biomasa
secada por calor por hundirse rapidamente no esta disponible para aquellas especies que
se alimentan en la superficie, pero resulta ideal para otras que tienen habitos bentonicos
de alimentacion. Mientras que con la biomasa liofilizada la situacidn es totalmente
opuesta, vale decir que sus caracterisicas de flotabilidad la hacen ideal para la
alimentacidn de peces que se alimentan tanto en la superficie como en la columna de
agua. Finalmente, otro dato importante es que al comparar la aceptacion de la biomasa de
|2 bi:)masa de Artemia versus los alimentos formulados, esta es mucho mayor. No
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obstante, algunas opiniones sugieren la necesidad de contar con una certificacion respecto
de la calidad microbioldgica para la biomasa congelada.

27. Prueba de cultivo de Artemia durante el invierno

Transcurrido aproximadamente un mes desde la inoculacion de Artemia se observaron
individuos adultos, aunque en muy pequefio nimero. Cabe destacar que durante este
tiempo la temperatura del agua descendio hasta 9° C. Las intensas lluvias registradas
durante el inviemo permitieron la formacion de una haloftermoclina a 0,25 m de
profundidad, lo que permitié¢ contar con una temperatura de 14 y 10 °C en promedio bajo
y sobre la termoclina, respectivamente. Lo mismo ocumio con las salinidades, cuyos
valores promedio fluctuaron en torno a los 40 y 20 ppt sobre y bajo la halocling,

respectivamente.

La reproduccion fue predominantemente ovovivipara solo durante el mes de julio y a partir
de agosto se hizo evidente la predominancia de hembras oviparas, dando comienzo a la

produccion de quistes que alcanzo su maximo promediando el mes de septiembre.

Para el periodo correspondiente a la extension del proyecto, la salinidad y la temperatura
promedio fueron de 45 ppt y 14 °C bajo la termo/haloclina, respectivamente. Mientras que
sobre ésta las variables de salinidad y temperatura promedio fueron de 18 ppt y 12 oC,

respectivamente.

En cuanto a las cosechas de biomasa, se realizaron 3 durante el periodo invernal
aicanzando en total 1.250 g (600, 450 y 200 g) sobre la base de peso hiumedo, lo que es
equivalente a 23,15 g de biomasa peso hiimedo/m’/ciclo. Al comparar este resultado con
la meta fijada de 86 g de biomasa peso himedo/m’/ ciclo se obtiene una eficiencia de
26,9%.

Cabe sefialar que la meta fue fijada para el cultivo que se desarrollaria en los estanques
de las salinas, lo que no se realizo puesto que el pretil que se levanto para proteger las

instalaciones cedi6 antes de poder realizar una cosecha.
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28. Movimiento de tierra

El pretil levantado alrededor de la salina fue capaz de contener la crecida sélo durante los
primeros 3 dias de precipitaciones continuas durante el mes de junio. Luego de los cuales
el pretil fue rebasado en un sector donde el nivel quedo aproximadamente 0,5 m por
debajo de lo establecido, y si bien existia el acuerdo con la empresa que realizé las faenas
para reparar esta situacion, el arregio no alcanzé a concretarse antes de las lluvias

impidiendo el ingreso de la maquinaria (Fig. 45a y b)

Figura 45. a) y b) pretil de |a salina socavado por |a crecida del estero Nilahue durante la
temporada 2005-2006.

29. Validacion de modelo predictivo de produccion de quistes

La aplicacion del modelo predictivo propuesto por Baert et al. (2002) durante los meses de
enero y febrero demastré escaso poder de prediccion, ya que el ajuste de la curva fluctuo

solo entre un 2y 17%.
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5. Fichas Técnicas y Analisis Economico:

5.1 Ficha técnica de la Especie
| Sistematica
Phyllum Artropoda
Clase Crustacea
Subclase Branquiopoda
Orden Anostraca
Familia Artemiidae
Genero Artemia (Leach, 1819)
Especie Artemia franciscana
Variedad San Francisco Bay
Distribucion
Artemia franciscana es originaria de América, siendo posibie encontraria tanto en el norte,
centro y sur del continente. En chile, prospecciones realizadas hasta principios de 1994
han permitido confirmar la presencia de Artemia franciscana en las salinas marinas de

Cahuil (VI Region); pozas litorales de Palo Colorado y La Pampilla (Los Vilos y Coquimbo,
| IV Reqion); lagunas de los salares de Atacama y Llamara (II Region); pozas litorales de
Playa Yape (Iquique, I Region) y lagunas del salar de Surire (Arica, I Regioén).

Biologia
| Tamafo adulto 102 15 mm
[ Tamafio nauplio 397,3 a 420 ym
Tamano quiste
Sexos Dioica
I Reproduccion Ovovivipara / Vivipara
| Fecundidad 229,5 descendientes/hembra cada 3 a 4 dias (50%o)
| Salinidadde cultivo 152200 %o
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i 5.2 Ficha técnica del Producto

1. Quistes con capsula

Diametro 202,8 a 229,8 pm

Tamano Instar I 397,3 a 420 pm
% de eclosion
Eficiencia de eclosion 188.000 nauplios / g de quistes

Salinidad de eclasion 35%c :
% de humedad 6% §
Contenido DHA 0,1 mg/g ‘
Contenido EPA 23,35 mg/g

. Suma A.G. (n-3) 24,2 mg/g

Aplicaciones
Es la forma mas cominmente comercializada, dada las caracteristicas de calidad
representada por la alta concentracion de acidos grasos n-3; pequefio tamafio y altos

. porcentajes de eclosion este producto es altamente recomendado para la alimentacion de
. estados larvales de organismos marinos.

2. Quistes decapsulados

Diametro !
| Tamafio Instar I 397,3 a 420 pm 1'

% de eclosion |

Eficiencia de eclosion 188.000 nauplios / g de quistes j

Salinidad de eciosion 35%o

% de humedad 4a5%

Contenido DHA 0,1 mg/g

Contenido EPA 23,35 mg/q

Suma A.G. (n-3) 24,2 mg/g

Aplicaciones

Es el mismo quiste antes descrito, con la salvedad que a éste se le ha eliminado la |

capsula. El quiste se comercializa deshidratado (con un porcentaje de humedad de entre 4 |
| y 5%) por lo tanto debe hidratarse antes de iniciarse el procedimiento de eclosion. El uso |
| de este producto ademéas de simplificar las labores asociadas a la alimentacién de las |
| larvas en cultivo, permiten reducir las pérdidas dado que los embriones que no eclosionan |
también constituyen un excelente alimento ya que contiene hasta un 40% mas de energia |
| que los nauplio recién eclosionados y aito contenido de carotenos. Es altamente
| recomendado para su uso en acuarofilia y en operaciones de acuicultura en que se quiera |
| evitar el proceso de decapsulacion. |
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Contenido de humedad
Contenido de proteinas
Contenido de cenizas
Lipidos Totales
Contenido DHA
Contenido EPA

Suma A.G. (n-3)

r T

2. Biomasa deshidratada por calor

Contenido de humedad
Contenido de proteinas
Contenido de cenizas
Lipidos Totales
Contenido DHA
Contenido EPA

Suma A.G. (n-3)

J. Biomasa Congelada

Contenido de humedad
Contenido de proteinas
|1 Contenido de cenizas
' Lipidos Totales
f Contenido Fibra
| Contenido Calcio

5.3 Ficha técnica del Producto

liofils;

7,5% £ 0,29

43,39% % 2,49 (%/g ww)
29,58 £ 0,29 (%/g ww)
8,69 £ 0,39 (%/g dw)
0,2 mag/g

8,4 mg/g

8,7 mg/g

11,23% % 0,29

41,90% % 1,45 (%/g ww)
29,40 + 0,21 (%/g ww)
9,04 £ 0,25 (%/g dw)

0,1 mg/q

9,9 mg/g

10,3 mg/g

40,1% /g ww
33,1 % / g ww
9,04 % / g ww
3,00% /g ww
553,1 pg/g ww




-

5.4 Protocolo para Decapsulacion de Quistes
Establecido para 54 g de quistes

1. Hidratar los quistes en 500 ml de agua duice durante 1 hora con aireacion.
Verificar bajo la lupa y si la proporcion de quistes hidratados es baja mantener
otros 15 minutos.

2. Una vez hidratados los quistes agregar 00,019 litros de solucion de NaQH (40%).

3. Adicionar 0,29 litros de hipoclorito de sodio (10%). Esperar (a reaccion que es -
verificable con el cambio de color del café rojizo de los quistes hacia anaranjado, a
partir de este punto se debe testear el avance utilizando una canula de vidrio.
Cuando en la canula se observe que alrededor de un 85 a 90% de los embriones
decanta se puede desactivar el cloro.

4. Para desactivar el ¢loro se debe agregar a recipiente de decapsulacion 0,291 litros
de tiosulfato de sodio.

5. Finalmente, los embriones deben ser lavados con abundante agua dulce hasta que
nO queden trazas de cloro.
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5.5 Andlisis de perspectivas del rubro

Una vez finalizado el proyecto, como primera medida se creara una nueva empresa con
personalidad juridica cuya principal actividad serd la produccién de recursos naturales
renovables, con especial énfasis en aquellos vinculados a la actividad salinera realizada en
la Provincia Cardenal Caro. Junto con ello, se esta en proceso de registro de la marca
"ECOARTEMIA”, el que debiera finalizar entre los meses de abril 0 mayo de 2007.

En el ambito estrictamente productivo, se encuentra en evaluacidn un proyecto de
escalamiento productivo en Innova Chile (CORFO), a través del cual se busca incrementar
y estabilizar la produccion durante el afio por la via de incorporar intensividad al sistema
de cultivo. Una vez logrado dicho objetivo se podran incorporar a [a actividad nuevos
productores de las localidades de la Villa, Lo Valdivia y/o Vichuquén. Acercamientos
preliminares con salineros interesados en sumarse a la produccion de Artemia han
permitido establecer como eventual estrategia de negocio la maquila, es decir, a los
nuevos productores se les entregard asistencia tecnica para la puesta en marcha y
explotacién de sus unidades productivas, junto con ello se les ofrecerdn los servicio de
cosecha y procesamiento de la materia prima (biomasa y quistes) a cambio de lo cual se
les cobrard con un porcentaje de la produccion o su equivalente en dinero.

5.6 MODELO DE NEGOCIOS

Mercado Objetivo

El proyecto presenta dos alternativas de mercado objetivo, los cuales pueden ser
alcanzados en forma secuencial en la medida que la empresa y el producto vayan
teniendo mayor presencia y reconocimiento dentro del mercado, como asi también una
mayor disponibilidad de capital con el objeto de incrementar su capacidad productiva para
no generar desabastecimientos ante grandes cantidades de pedidos.

En términos simples, dentro del mercado local, su mercado objetivo lo constituyen:

A. El mercado de alimentos para peces omamentales (acuarofilia)
B. El mercado acuicola o de productos producidos en cautiverio.

Si bien es cierto que el mercado objetivo y la estrategia comercial inicial estara dirigido al
mercado de alimentos para peces omamentales, se deja establecido que en la medida que
se incremente la produccion y se logre posicionar la marca ECOARTEMIA como una
alternativa seria de alimentacion para peces y crustaceos, se realizaran los esfuerzos
tendientes a expandirse hacia el mercado acuicultor.

A. Mercado de alimentos para peces para Acuarofilia

Si nos centramos dentro del primer mercado, se tiene que segun antecedentes
estadisticos obtenidos desde ASEXMA, durante e ano 2.006, las importaciones de



productos para alimentacion para peces entre los meses de enero y octubre de 2.006
alcanzaron un monto de MM US$ 5,4.

De acuerdo a datos de la misma fuente se ha establecido que del total de las
importaciones, aproximadamente el 96,13% tiene como principal destine la industria
salmonera nacional, mientras que un 3,8% corresponde a productos de alimentacion para
acuarofilia (hojuelas, pellets y/o quistes y suplementos) equrva1entes a US$ 207.070
anuales.

Asi, dado el volumen de las importaciones (aproximadamente 19.000 Kg) y considerando
que el esquema asociativo de produccion planteado, generara una capacidad de
produccién superior, es razonable suponer que en un plazo de 3 anos sera posrble
acceder al 30% del mercado, con productos bajo el siguiente mix:

« Biomasa Congelada
= Quistes

B. Mercado Acuicola

Dentro del area de los cultivos, aproximadamente son 30 las especies que se estan
cultivando en diversos centros de cultivo dentro de Chile y que requieren de Ariemia en
sus estadios tempranos de vida. Sin embargo, no se registran antecedentes respecto del
nivel de desarrollo en que se encuentran tales emprendimientos lo que hace dificil
proyectar los plazos en que estos puedan alcanzar niveles pilotos y/o comerciales para
constituir un verdadero mercado. No obstante, sobre la base de antecedentes cientificos
se ha logrado establecer un acuerdo con representantes de la industria salmonera para
probar la biomasa viva de Artemia en la alimentacion de alevines de salménidos durante la
etapa de primera alimentacion. Asi, la obtencion de resultados similares a los citados por
Kim et. al. (1996) permitiria la apertura de un mercado enorme en plazos que van de
cortos a medianos.

Si bien, de acuerdo a los antecedentes expuestos existe un mercado petencial en el area
acuicola, los esfuerzos de comercializacion se centraran al mercado de la acuarofilia. Tal
decision obedece a que manteniendo los actuales niveles de intensividad de cultivo, las
producciones alcanzadas permitirdn sélo abastecer a éste mercado, lo que podria cambiar
con la incorporacion de nuevos actores al quehacer productivo.

Organizacion del Mercado Acuarofilia

Con respecto al nivel de organizacion del mercado de acuarofilia, éste se caracteriza por
no tener una estructura organizada, lo que a la luz del negocio que se pretende
emprender es favorable, puesto que a mayor organizacion de los compradores, pueden
desarrollar mayor capacidad de negociacion en materia de reduccion de precios y de
mayor calidad del producto, lo que puede llegar @ generar una disminucion en los
margenes de utilidad para la empresa.
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5.7 Competencia

Mercado Acuarista

La actual lista de competidores que existe en Chile para el producto que se pretende
desarrollar son las importaciones directas realizadas principalmente por 4 empresas que
son las que distribuyen sus productos entre las tiendas de acuaroﬁl'ia existentes en el pais.

Dado el reducido tamano del mercado nacional no se vislumbra 1a aparicion de potenciales
competidores extranjeros que producto de la globalizacion y de los tratados de libre
competencia empiecen a ofrecer sus productos directamente en el mercado chilena.

Tampoco se prevé que exista interés por parte de los mismos usuarios del producto por
realizar importaciones en forma directa, ya que los volimenes de produccion son lo
suficientemente atractivos como para generar alguna economia de escala desarrollando
ellos mismos esta actividad.

Otra posibilidad de futura competencia, 1a componen posibles empresas nacionales o
extranjeras que actualmente producen o proveen de productos a las empresas dedicadas
a los cultivos, siendo para ellos una barrera de entrada solamente el know-how para
producir un producto de alto valor alimenticio a costos de produccion mas bajos. Sin
embargo, el tamafio del mercado hace que éste sea poco atractive para sus intereses
comerciales, por el momento.

El atractivo del mercado o el segmento depende de que tan faciles de franquear son las
barreras para los nuevos participantes que puedan llegar con nuevos recursos vy
capacidades para apoderarse de una porcion del mercado.

Una de las principales barreras de entrada al mercado objetivo es la diferenciacion del
producto.

En cuanto a los Quistes de Artemia, éstos presentan caracteristicas que ningun otro
alimento para peces y crustaceos en estado larval posee. Estas son la facilidad de
almacenamiento y la movilidad de los nauplio que emergen de ellos una vez que son
eclosionados.

Respecto de la Biomasa Congelada de Artemia esta tiene come principal caracteristica que
puede ser comercializada como un alimento natural con aito contenido proteico, y con
atractivos niveles de pigmentos y acidos grasos altamente insaturados (HUFA's). Ademas,
como ya se ha mencionado, tanto las barreras de ingreso como sus dificultades de
transporte y manejo hacen que este producto sea de dificl acceso para los competidores.

Otra barrera es el acceso a la materia prima, aunque en este caso, es el acceso a un lugar
que ofrece las condiciones adecuadas para el cultivo como son los estanques hipersalinos
en donde se produce sal por evaporacion como es el caso de las salinas de las localidades
de Barrancas, La Villa y Lo Valdivia en la Provincia de Cardenal Caro, VI Regidn.
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También existe un efecto importante de la experiencia, ya que mientras mas se produzca
del bien, hay mejoras en la calidad y eficiencia. Este efecto se relaciona con el acceso a
tecnologia y a las técnicas de produccidn, que por ahora no se encuentran difundidas por
tratarse de una actividad reciente en el pais.

Por lo tanto, desde el punto de vista de amenaza de nuevos competidores, este segmento
de mercado es atractivo ya que existen suficientes barreras de entrada que dificuitan el
ingreso a nuevos participantes. ’

Productos Sustitutos

Para los productos que se pretende penetrar el mercado, a saber, biomasa congelada de
Artemia y quistes decapsulados, no existen en Chile sustitutos directos. Diferente es la
situacion para la biomasa deshidratada y los quistes sin decapsular, ya que estos
productos son importados directamente por las empresas senaladas anteriormente como
competencia. Finalmente, se encuentra una amplia gama de alimentos formulados para
peces, que corresponden al grueso de las importaciones cuyo principal componente es fa
harina de pescado y que son comercializados en forma de hojuelas o pellets.

Cabe indicar que gran parte de los alimentos formulados podrian no ser considerados
como competencia puesto que tal como manifiesta Sales & Janssens (2003), existe
abrumadora evidencia que demuestra las ventajas del uso de una dieta sobre la base de
alimento formulado y Artemia. Tales ventajas se reflejarian en aspectos como fecundidad,
sobrevivencia larval y post iarval, mayor y mds rapido crecimiento, y mejores tasas de
conversion de alimento. Ademas, se puede mencionar el hecho de que especies camivoras
como el pez angel ( Pterofilum scalare) y el barbo rubi (Puntius nigrofasciatus), entre otras
presentan predileccion por alimentos naturales como Artemia.

Una de las grandes desventajas de la biomasa deshidratada que se importa es que
dependiendo de la marca puede o no traer informacion nutricional, de manera que para
quienes desean ofreceries a los peces una dieta balanceada (Artemia/alimento formulado)
se encuentran con el problema de falta de informacion y de certificacion apropiada cuando
esta existe,

En cuanto a los quistes de Artemia, la carencia de informacion y de certificacion es aun
mayor, vale decir que los envases de quistes carecen por ejemplo, de informacion
nutricional, diametro promedio, tamafio promedio del nauplio. Ello implica que quien usa
de este producto no sabe si efectivamente lo que esta comprando sirve para la especie
que se pretende alimentar, a modo de ejemplo, si los quistes corresponden a Arfemia
persimilis, estos seran de mayor diametro y la larva recién eclosionada también sera de
mayor tamafio que los correspondientes a A. franciscana, lo que redundara en gue los
nauplio estaran disponibles como presa sdlo para |a porcion de larvas de pez de mayor
tamafio generando importante mortalidades por inanicion. Otro aspecto importante del
uso de quistes con capsula es el proceso de decapsulacion que por el hecho de realizarse
con hipoclorito de sodio (cloro casero) genera temores entre los acuanstas quienes en su




mayoria sélo eclosiona los quistes y deja las cascaras flotando sin saber que estas al ser
ingeridas por las larvas provoca mortalidad por asfixia.

Cabe senalar que como estrategia para penetrar el mercado con facilidad, se pondra
énfasis en la produccidn y venta de biomasa congelada y quistes decapsulados. Ello,
teniendo en consideracion aspectos no solo de calidad sino que se trata de dos productos
que no se comercializan en Chile debido a al alto costo que implica su importacion
utilizando medios de transporte refrigerados y su difici manipulacion luege del
desembarque. Junto con ello, todos los productos comercializados por ECOARTEMIA
contaran con certificacion de calidad poniéndolos en una situacion de ventaja respecto de
los productos actualmente comercializados.

5.8 Estrategia de Comercializacion
Producto

El plan de negocios de esta propuesta se basa en la produccion inicial de quistes con y sin
decapsular, poniendo énfasis en este Ultimo dado que es un producto altamente
diferenciado y con mayor valor agregado. Este producto ademas de contar con la ventaja
de que los usuarios de quistes evitaran el proceso de decapsulacion y con ello las
mortalidades por intoxicacion con cloro, obtendran un 100% de rendimiento dado que
aquellos embriones no eclosionados también se encuentran disponibles como alimento.

Un aspecto importante a destacar del producto, sera su grado de desarollo pues se
pretende alcanzar una eclosion superior al 80%, con una humedad menor al 8%, lo que
sumado a una alta concentracion de acidos grasos altamente insaturados (HUFA’'s) lo
convierten en una excelente afternativa. Respecto a esto ultimo, cabe destacar que las
concentraciones de estos acidos grasos en la cepa de Pichilemu alcanzan los 14 mg/100
mg, mientras que de acuerdo a Tamura et al. (1998) en quistes de la misma especie en la
Bahia de San Francisco (cepa original, USA) tal concentracion solo alcanza 5,7 mg/100
mg. Otro aspecto destacable de los quistes producidos es su pequefio diametro (229 pm)
que dan origen a un nauplic de aproximadamente 350 pm que esta en un rango de 80 a
100 pm por debajo del valor promedio encontrado por Tamura et al. (op.ct)

Por otra parte, la biomasa serad vendida mayoritariamente congelada y sdlo una pequena
fracci6n deshidratada por calor, El acento sera puesto en el producto congelado debido a
que el rendimiento es de 100% y se trata de un “alimento natural”, concepto altamente
valorado por los acuaristas. Se destacara ademas el bajo impacto como contaminante del
acuario, ello debido a que durante el congelamiento el exoesqueleto se mantiene intacto y
al momento de ser puesto en el acuario la masa congelada se disgrega sin liberar los
fluidos corporales dejando a los individuos intactos para ser comidos.

No obstante el rendimiento de sdlo 10% de la biomasa deshidratada, este es un producto
de gran demanda cuando el deshidratado es realizado por frio (liofilizado). Si bien por
ahora no se cuenta con la tecnologia para su produccion, se espera que en un plazo
maximo de 5 afos se cuente con ella.
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Precio;

La estrategia de precio considera un precio de entrada que estara por debajo del actual
producto competidor. Es decir, el kilo de cada una de las lineas de producto, son los

siguientes:

Tabla 34. Tabla de productos obtenidos con el cultivo de Artemia y sus precios
| Precio Referencia Mercado |

Precio Propuesto por Marco

Producto en tiendas acuaristas (en Labarca (en US$)
B || R ) v Yoot > g W D
. Biomasa Deshidratada (22~~~ 1182 T At —r.e]
| Biomasa Congelada __LBB e o 8, BT SRR )

250 200

| Quistes _

En promedio se pretende lanzar un producto directamente al intermediario (tienda
acuarista) por un precio que esté a lo menos un 20% del valor de cada producto sustituto
0 alternativo.

Estos precios deberian mantenerse a menos que se presenten variaciones en el IPC o en
algiin elemento o condicion especifica.

Si bien es cierto que la introduccion de mayor tecnologia en los procesos productivos
(principalmente equipos) debiera tener repercusion en el precio, la empresa hard un
esfuerzo por mantenerios, al menos hasta contar con un mercado cautivo, y apuntando
mas bien a una mayor eficiencia productiva.

Distribucion.

Inicialmente se considera abastecer al mercado nacional utilizando como plaza los
negocios de acuarista, los que se concentran principaimente en la Region Metropolitana.

La distribucion se realizara desde Pichilemu tanto a las tiendas especializadas existentes
en el pais como a los productores de peces ornamentales. Los costos de envio ¢ despacho
quedaran establecidos considerando un minimo de pedido (cantidad) traspasandoies los
costos a los compradores.

No se estima que esta forma operacion pueda afectar negativamente las operaciones de
venta, puesto que dos de los principales distribuidores como son Provensur ltda. y
Distribuidora Marben operan desde Valparaiso y Villa Alemana (V Region),
respectivamente.

En caso que la empresa considera que los volumenes de compra sean estables en el

tiempo, se considera la posibilidad de adquirir un vehiculo, tipo camion % para realizar
una distribucion directa en una fecha fija en el mes.
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Estrategia de promocion y publicidad

La promocién de los productos se hara por medio de marketing directo en las tiendas
distribuidoras de productos para el mercado de acuaristas.

Se pretende producir una partida inicial sin costo para el usuario (muestras), destacando
las bondades técnicas del producto, su precioc de mercade, como asi también sus
principales ventajas respecto a los productos existentes en el mercado en cuanto a
variables como sobrevivencia, mortalidad y pigmentacion.

No se descarta utilizar la linea de Innova Chile: “Apoyo a Negocios Tecnoldgicos”, con el
objeto de realizar un lanzamiento de este producto. :

Se desarrollara material publicitario (dipticos) y se desarrollard una pagina Web interactiva
que sirva como medio de informacién para los consumidores del producto como también
para compras “on line”.

Dentro de este multimedio se dispondra ademas de informacion del tipo articuios
cientificos que avalen los productos que se estan poniendo a dispesicion al mercado. Con
- igual fin, se utilizaran los sitios web con la Asociacion de Acuarismo de Chile (ACDA), con
quienes existe ya firmado un convenio de cooperacion, y de la empresa Aquaplant Ltda.

Finalmente, se coordinara una visita del programa Tierra Adentro (que ya nos reported)

para acceder a un medio mas masivo de difusion, lo que contribuira a posicionar la marca
ECOARTEMIA (en tramitacion).
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Tabla 35. Flujo de caja desagregado por item

ANALISIS ECONOMICO DEL PROYECTO

Ij fem recursos humanos Afo O Afo 1 Ao 2 Ao 3
rofesional Unidad | Cantidad Valor unidad IVA Total Total Total Total 4
Técnico jornada mensuail 12 500000 6 000 000 6§ 000 000 6.000.000)
o especializadolsalinera) jormada mensual] 3 150000) 750 000] 750000 750 000!
oGl earsos Fumance XY TR E TR0
) Ko oquipamiento
Uipameke Unidasd | Gantided | Valor unidad VA ~ Total Total Tomall  Toial
Motobomba 3° Unidad| 5 74782 71043 444 953
BOI (-25°C) Unidad| 1 16302; 30875 194 000
a 8l vacio Unidad 1 64873 123260, 777 999
(1550 + 0.05¢ presicion) Unidad] 1 289600 356 524
or Unidad]| 1 151260 287395 1,800 000]
|Estanque circular fondo conico (B0I) Unidad| 1 25.00 4750 25 750,
|Soplador 178 HP Unidad 1 511 87 97256 B80S 131
’Mo Unidad 1 30 420/ 9580 6C 000
[TOIal equIpamIenio 561183, 4.266.357 1] 0 0
W) e matsriales & insumos
» Insumos Unidsd | Cantidad Valor VA Total ~ Tota Total
Electricidad |aboratorio Mgg' 12 50,000 114.000) 714000 714.000f 714 000}
Madera (tabla tapa) Carga 112 2 353 50,072 313 808]
Polletllens Iransparents (E profundizados) K 58 15561 16,9181 105057 §)
Polletiienc (menga 4m ancho x 0 15mm ki 100 99[ B
UV) pratites 15 117 819 737919
Quisies indculo ki 1 87000} 16.530) 103530] 103530 1035304
Umnsa 5ac0} 4 12605 9 580 58990 8 59080 &l 59509 8
Superfostalo 58C0o| 3 12605 7 185 44099 8 44038 85| 44999 8BS
| Aerdmetro Unidad 4 10 7008 8132 50.932|
1000mi Unidad 2 4 200) 15 0.095
ta_250m| Unidad 2 2 250 85 5 355
[Termometro Unidad 2 4 250 1 &15] 1011$
a 53 presidn 3 Melro] 50 5920 56 240 352 24
I%“; goma Par 2 6 258 2.378 14.8
Balde 551 Unidad 4 B 340 6 338 " 3D 89
Tolil materiales @ Insumos 2.583.247) 922,530 922,530




Tabla 36. Continuacion flujo de caja desagregado por item

v) Ram servickos de Lercerct
T ]  Tolsl Total Tols Totsd Towl Towal
39 5T640 8] 356 004,
I 150
3 0
33413 G 164 0B 159 99
12000 @% 1 500
1 ~ T
[3
“Cantidad|_Costo Unitariol Towl |
100 000
B4 159800 i 600
197 0925, 318 325
27 1 983
50000
9
Casadro resunme ingresos
Afn Afn i Abo 2 Afc 3 Afc 4 AfG & Al B
m_ Can Valor unided A 1 T Totml T
: Enves ! @4 2100 351 D5 2 386 4 306 %4 < 306 n45
Erivares vy 1800 1673 TaE oxe R
Sacos) SO0 2 1500 ' 500 1500
(Tow | 14 367 359 4 367 351 14 T 351 14367 351}
Aandimianio m Produccion
s 13 1% 72800 547
Baraes EET] 728 00 Zd4 #537]
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Tabla 37. Flujo de caja que incluye T.I.R. y V.A.N.

; Flujo de Caja, TIR y VAN
| = 0 [ 2 ] 4 3 6
|INGRESOS
|Quistes 1 386 545 2 186 845 2 386 545 2 386545 1386 545 2 336 545
|Biomasa Congelaga 10 480 §06 10, 480 RO6 11 480 80t 10 480 806 10 480 506 10 480, 506
Sal ) 500 000 | 5K 000) | 500 000 I 500 D00 | $00.000 1.500.0001
Total de Ingresos 14.367.351 14.367 351 14.367.381 14.367.351 14,367 351 14.367.351
|[EGRESOS
{Costos Variables
{Quistes indculo 87 000 7000 87 000 87 000 87 600 87 000
[Drea 80 420 30.420 30 420 $0 420 S0 420 50 420
Superfostato 37 RIS 17 81§ 17 815 17 815 37815 37815
nvasado quistes 106 HE3 106 004 Hib 0% 106 005 106 (05 106 005
nvesadc Biomasa Congelada 434 563 934 563 934 563 934 561 934 563 934 563
|Costos Fijos
{Remuneraciones 5 750,000 b 780 U0 6 750 DOO & 750 000 6 750 000 6750000
Eleciricidad laboratorio 800000 600 000 600 000 500 000 800 000 600 000
Msdera (tabla tapa) 263 536, 263 536
Poketileno transparente (E profundizados) 29 040 — B9 (040
|uv) parapetos 820 100
|Deebarrado salina 300000 300 000 360,000 100 000 300,000 306000
[Msntencién motobomba 16K (65 16K {165 168 065 168 (65 168 065 168 065
Gastos de Adm. Y Venta -
Comerciallizacion 104 008 100,000 100000 106G 000 100.000] 100000
Correspondencia 30 000 50004 50 000 30,000 50,000 50 000
Total Egresos 10.156.544 9,183,868 9,183,564 9,447,404 $.172.908 9.183.563
Amortizacionss 167 201 167 261 107 201 107 20 167 201
Depreciacionss 1183 153 925 848 975 A48 382 303 382 303
Utiidad antes de impuestos 2.910.453 4.150.434 4.150.434 $.430.443 4.604.939 5.133.483)
vasto 494 7177 05 574 705 574 753 175 782 B4 231 192
UtHidad después de iImpuesto 2415676 3.444.861 3.444.861 3.677.264 1.822.160 4.302.291
Amortizaciones 107 201 107 201 107 201 107 20) 107 201
Depreciaciones 1183 153 925 848 925 B4a 382 303 382 303
inversidn Active Fio -3.510.326
Inversion Active Inlangible -2 504 068
Inversion Capital de Trabajo -3.309.565 1,309 $63
VA Inversién -858 051 898 051
Reinversiones 444 951 -15 127
Fiujo & !o aja Neto -10.022.011 4.414.081 4477909 TAT7.908 4166772 3.866.650 7.506.729)
(12%) $8.363.411
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La evaluaddn econodmica mostrada mas arriba se ha realizado teniendo como supuesto
que el modelo planteado con antelacion opera. Es decir, que el flujo de caja no considera
inversiones para la implementacion de instalaciones que permitan desarrollar las faenas de
post cosecha como deshidratado, secado y empacado de quistes y biomasa. Ello debido
a la existencia de un poder comprador que cuenta con las instaiaciones para desarrollar
estas tareas.

6. Impactos y Logros del Proyecto:

Impactos Productivos, Economicos y Comerciales

6.1 Impactos dientifico- tecnologicos

El proyecto es uno de los pocos ejemplos, sino el unico, de acuicultura extractiva
desarrollados en el pais, en donde a partir de un organismo como el microcrustaceo
Artemia se obtienen- con una alta tasa de conversion- proteinas y otros productos de
interés comercial (quistes y biomasa) a partir de microalgas y detritus. Los aspectos
cientificos que es necesario destacar del proyecto son, en primer lugar, la utilizacion de
diferentes herramientas bio-ecoldgicas para lograr una sincronizacion eficiente del ciclo
reproductivo de Artemia a las condiciones ambientales locales de las salinas. Ello requirio
la identificacion y monitoreo de los nutrientes disponibles (microalgas principalmente) y de
la temperatura y salinidad a lo largo del ciclo de produccion. Igualmente, la identificacion
de la cepa de Artemia disponible en el lugar por métodos morfoldgicos y genéticos para
utilizar una equivalente en términos de adaptacion a las condiciones locales (tolerancia a
los ciclos diarios y estacional de temperatura y salinidad, alta tasa reproductiva), pero que
a la vez sea atractiva para el mercado, considerando la calidad de los productos
producidos. Por una parte, quistes de didmetro pequefio, viabilidad y tasa de eclosion
adecuada, y por otra parte la cantidad y la calidad (contenido proteico y de acides grasos)
de |a biomasa producida. Muy importante fue el esfuerzo desarrollado durante todo el ciclo
productivo por monitorear la composicion de la poblacion en términos de cantidad de
juveniles, hembras ovigeras y composicion de sexos. Iguaimente, la evolucion dei pool
genético, un objetivo no considerado, que sera importante en el futuro para
eventualmente asociar la presencia de un marcador especifico con la evolucidn de los
productos deseados .

6.2 Impeacitos Tecnologicos

La traduccion de la ciencia descrita anteriormente a la produccion de 3.084 gramos de
quistés y 23.800 g de biomasa de Artemia (14,2 y 109 g/m’ de quistes y biomasa
respectivamente) de calidad aceptable, es decir atractiva de acuerdo a los requerimientos
del mercado, es el aspecto mas destacable del proyecto y que en definitiva significé
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cumplir parcialmente con los objetives productivos propuestos. Todo lo anterior requirié
un esfuerzo muy grande en diferentes aspectos tecnoldgicos y que se manifiesta en
valioso know how que es patrimonio del proyecto, desde la ingenieria requerida para
optimizar los accesos de agua, proteger a las piletas de inundaciones en ciertos periodos
del afio hasta aquella necesaria para el disefio de las piletas para mantener una gradiente
de salinidad y una oferta alimentaria sincronizada para el normal desarrollo de los
diferentes estadios del ciclo vital de Artemia. Ademas, de haber logrado ios disefios de una
maquina movil de cosecha, pre-lavado y oxigenacion; y de un secador de quistes de lecho
fluidizado con telemetria y control automatico de flujo y temperatura de aire, cuyos
prototipos seran probados durante la temporada 2007. Finalmente, todo lo relacionado
con la cosecha, almacenamiento y empaque de los productos (quistes y biomasa), aspecto
que determina de manera significativa su valor comercial. Uno de los aspectos
innovadores del proyecto en este sentido es el disefio y funcionamiento de un secador de
quistes y el disefio de envoltorios de aluminio para el embalaje en condiciones de vacio de
los mismos. Igualmente, la oferta de biomasa en diferentes modalidades y con adecuada
calidad: viva y congelada, que de lograr superar exitosamente los ensayos que se
desarrollaran durante 2007 permitiran no sélo abastecer a la industria saimonera sino que
también contribuir a dar un salto significativo en el cultivo de otros recursos
hidrobiolégicos.

6.3 Impactos sociales y otros

Desde una consultoria inicial realizada para el FIA (programa de consultores calificados) y
una gira tecnologica, los participantes en el proyecto cumplieron diferentes etapas de
convencimiento a los stakeholders (microempresarios, autoridades locales y salineros)
para demostrar la viabilidad de una actividad inédita en el pais y que era dificil de aceptar,
especialmente por los salineros que han producido sal sin mayores variaciones desde
épocas pre-hispanicas. Luego del proyecto, no solo ciertos salineros se han convencido del
potencial de realizar una nueva actividad para el deprimido “secano costero” de la VI
region (acuicultura extractiva con Artermia) en paralelo a la tradicional produccion de sal,
sino que las autoridades y también otros organismos de financiamiento han visto en este
proyecto un modelo que es necesaric promover. Por ejemplo, la aprobacion de una
solicitud para incorporacion de tecndlogos a la industria, en e marco del Programa
Bicentenario de Ciencia y Tecnologia es un avance y reconocimiento en este sentido.
Asimismo, la reciente aprobacién de un proyecto CORFO para escalar productivamente el
proyecto es una demostracion mas en la confianza por lo realizado y un apoyo al modelo
de interacaon cientifico-tecnoiogico y empresarial desarroliado para una actividad inédita
en el pais. Esencialmente, el proyecto no hubiera sido posible sin la adopcion de criterios
econdmicos sustentados por la adecuada informacion biolégica aportada por el laboratorio
de Genética & Acuicultura, que es pionero en los estudios de Artemia en el pais.

La interaccion con laboratorios extranjeros (U de Gante) y otras entidades nacionales,
coma el CECTA (Centro de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos), UACH, que apoyaron la
realizacion de analisis, son ejemplos de convergencia internacional y nacional con los
objetivos del proyecto.
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7. Problemas Enfrentados Durante el Proyecto:

7.1 Problemas Técnicos

7.1.1

7.1.2

7.1.3

7.1.4

g B

*

Produccion de microalgas. La propuesta del proyecto senalaba la limpieza,
preparacién y posterior fertilizacion del corralén (estanque acumulador de agua
salobre). Sin embargo, ello no pudo realizarse debido a que el terreno en que éste
se sitla se encontraba demasiado blando a causa de la inundacion invernal,
impidiendo el acceso de la maquina que realizaria dicho trabajo. Puesto que las
microalgas constituyen parte vital del cultive, como medida de contingencia se
fertilizaron tres estanques de la salina 1 (El Pilén) con el preducto enhance algae y
otros dos con fertilizantes agricolas (superfosfato triple y urea), luego de lo cual
fueron inoculados con el alga Dunafiefla sp. Con este procedimiento no fue
posible obtener florecimiento de aigas en ninguno de los estanques fertilizados,
independiente del fertilizante utilizado. Puesto que se estimoé como causa mas
probable la fotoinhibicién se programd la profundizacion de estanques para la
temporada 2004-2005, de manera que se pudiera contar con estanques cuya
profundidad (til fuera de al menos 0,5 m (0,6 a3 0,7 m de profundidad total).

Control de la salinidad. Se vio dificultado, debido a que el agua de mayor salinidad
(mas densa) se mantuvo en las zonas mas profundas del estanque impidiendo su
salida por gravedad. Como medida de emergencia se intentd el trasvasije por
medio de baldeo manual, labor que no dio los resultados esperados debido a su
lentitud. El escaso volumen retirado por esta via, al ser suplementado por agua de
menor salinidad no presentd efectos relevantes sobre la salinidad total del
estanque (alrededor de 0,1 ©°Be). Este problema se solucioné a partir del uso de
una motobomba.

Baja eficiencia de eclosion de los quistes a inocular. Se atribuyé a la baja
temperatura del agua, y debido al apremio de tiempo no hubo manera de aplicar
medidas correctivas. Para la temporada siguiente no debiera existira este prablema
puesto que se contara con los estanques acumuladores, los que al estar expuestos
al sol permitiran contar con agua a temperaturas iguales o superiores a los 18° C.

Mortalidad. Se observaron mortalidades significativas en aquellos estanques en que
Artemia pudo colonizar exitosamente. Si bien, inicialmente se penso que la causa
podria estar en el aumento de la salinidad o temperatura, luego se pudo constatar
que ésta era coincidente con los incrementos en la densidad poblacional. Este
hecho podria ser atribuible a que el alimento disponible en el estanque no era
suficiente para sustentar el incremento de la demanda.

Recoleccion de quistes. La prindipal dificultad enfrentada se relaciona con el viento,
puesto que durante el periodo productivo se observaron hasta tres cambios de
direccion dentro del dia. La consecuencia directa es que los quistes se mantienen
dispersos en el estanque, hadendo casi imposible su recoleccion. Esto se hizo
especiailmente evidente en los estanques modificados perimetralmente, donde el
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7.1.6

7.1.7

7.18

viento, independiente de la direccion en que soplara mantenia el agua en
circulacion constante. Otras dificultades enfrentadas, se relacionan con |la escasa
profundidad en las esquinas hacia donde los quistes son arrastrados por el viento,
asi como también |3 escasa altura de los parapetos y |a irreqularidad de |2 cara
interna de éstos, producto del constante socavamiento producido por la accion de
las ondas de agua. No obstante, en la salina 1 se facilito la labor debido a que el
eje longitudinal se encuentra en direccion N — S, de manera gue los vientos
predominantes SW y NE reunian los quistes en las esquinas del estanque. Una
situacion distinta se dio en la salina 2, en donde los vientos predominantes
actuaban sobre la totalidad de la cara longitudinal de los estanques, impidiendo su

recoleccion.

Para corregir el problema de circulacon de agua en los estanques perimetraies, se
optd por derribar el parapeto interior en los estanques modificados
perimetraimente, obteniendo con ello los resultados deseados (agrupamiento de
los quistes en las esquinas).

Desbarre y preparacion de las salinas. El constante cierre de la barra del estero
Nilahue obligd a realizar trabajos de despeje durante los meses de julio y agosto
de 2004. Sin embargo, lluvias posteriores provocaron el anegamiento de las salinas
en una época y con una magnitud inusual, lo que inevitablemente generd un
retraso en las actividades de limpieza y preparacion de las instalaciones
programada. Nuevas labores de despeje de la barra se iniciaron solo hacia fines del
mes de octubre y comienzos de noviembre.

El primer problema enfrentado durante esta temporada fue la tardia apertura de ia
barra del Estero Nilahue, lo que conllevé al retraso en el inicio de |as tareas de
desbarre, preparacion y profundizacion programadas.

Pérdida de agua en estanques. No obstante el retraso, en la salina 2 (E! Pilon)
pudieron realizarse las tareas previstas de profundizacién de estanques tanto por
medio de excavacion como por levantamiento de los pretiles. Estos ultimos,
situados en las cabeceras de la salina 2 no pudieron utilizarse para los fines
previstos (cultivo de microalgas y Artemia) dada su alta tasa de infiltracion. Como
medida correctiva, el fondo de dichos estanques fue compactado utilizando una
placa compactadota, puesto que esta medida tampoco permitid solucionar el
problema se recubrié un estanque utilizando mangas de polietileno (abiertas) de 2
m de ancho traslapadas, que tampoco fue capaz de disminuir la pérdida de agua.
Solo durante la temporada 2005-2006 correspondiente al periodo de extension fue
posible obtener los resultados esperados recubriendo el estanque de prueba con
manga de polietileno de 3 m de ancho traslapadas y selladas en la unién con cinta
para tuberias 3M.

Condicion reproductiva de las hembras. Sobre fa base de antecedentes
bibliograficos, se esperaba que aproximadamente un 30% de las hembras adultas
del stock de Artemia se reprodujera por medio de vivparia. Sin embargo,
muestreos realizados durante la temporada productiva sefalaron que el promedio
fluctud sélo alrededor del 7% traduciéndose en una merma importante sobre la
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7.1.9

produccion de quistes proyectada. Frente a este problema no hay muchas medidas
correctivas que adoptar, puesto que mas alla del estrés ambiental para inducir el
modo reproductivo por viviparia, se encuentran factores genéticos asociados a
cada variedad de Artemia.

Depredacion. Se verifico la depredacion de larvas de Artemia por parte de un
insecto conocido como “mosca de la sal”, la que se transformé en un serio
problema en algunos de los estanques donde formoé grandes colonias. Otros
organismos que ejercieron presion depredadora sobre Artemia fueron dos especies
de aves comunes en las salinas; el perrito (Himantopus melanurus) y el pititoy
( Tringa melanoncuca).

7.1.10 Densidad de cultivo. La alta densidad de inoculacion contemplada inicialmente no

7.1.11

7.1.12

7.1.13

72

7.21

se tradujo necesariamente en una produccion mas alta, sino que por el contrario
produjo altas mortalidades y una conspicua reduccion en el tamafio de los
individuos cultivados. Como medida correctiva se redujo Ia densidad de inoculacion
de 200 a 60 nauplios/litro.

Porcentaje de eclosion de quistes recolectados. Los resultados del analisis de
calidad de los quistes realizado por el Artemia Referente Center dan cuenta de la
existencia de problemas en alquno de los pasos del procesamiento post cosecha,
es decir, en el deshidratado y/o secado. La superacion del limite de humedad en
los quistes (10%) tiene como consecuencia niveles muy pobres de eclosion y por
ende sobre la calidad de los quistes. Para corregir el problema se construyd un
deshidratador solar para obtener un proceso mas rapido y homogéneo.

Impurezas en la biomasa. Al momento de cosechar un estanque, fa Uitima porcion
de aqua arrastra material (trozos de barro y pequenos palos) hasta la sentina en
donde se encuentra la manguera de succion. Ya que tales impurezas alteran la
calidad final de la biomasa estas deben ser retenidas antes de juntarse con la
biomasa cosechada. Para ello, se implementaron bamreras alrededor de la sentina,
de manera que las grandes impurezas queden retenidas en el estanque.

Esta temporada corresponde al periodo de extension del proyecto y el principal
problema enfrentado fue la destruccion de un tramo del pretil levantado para
proteger las salinas de la inundacion. En consecuencia, no se lograron las metas
productivas planteadas para esta temporada.

Problemas Administrativos

Flujo de caja. Durante todo el periodo de ejecucion del proyecto solo se
presentaron problemas; al comienzo de éste y al inicio del periodo de extensidn, y
si bien son sélo dos eventos, estos afectaron negativamente el desarrollo normal
del proyecto, toda vez que retardaron actividades que se daban en €l marco de
una actividad de caracter estacional. Estos problemas tenen que ver con la
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demora en el deposito de las remesas de dinero, que posterior a la entrega del
informe N° 1 fueron recibidas con un desfase de 5 meses. Situacion similar se dio
con la extension del proyecto donde dineros dispuestos para el mes de diciembre
no fueron recibidos sino hasta el mes de febrero.

7.3 Problemas de Gestion . )

7.3.1 Faita de personal. Hacia inicios de la temporada productiva de la sal el proyecto se
vio enfrentado a dificultades para encontrar salineros interesados en trabajar, ello
debido principalmente a la creencia por parte de éstos era que las modificaciones
de los estanques de las salinas redundaria sino en la nula produccién de sal en
una merma significativa de ella. Finaimente el probiema se resoivio entregandc el
100% de la produccion de sal mas un incentivo pecuniario al trabajador salinero.
AUn asi, durante todo el desarrollo del proyecto la dificultad por encontrar salineros
persistio,

7.3.2 Contacto con usuarios reales y potenciales. Debide a la falta de medios de
comunicacion en el sector rural donde se realizaron las actividades, hubo ciertas
dificultades para realizar todos los contactos que se habian contemplado
inicialmente. Ademas, el relativo aislamiento en que se encuentra Pichilemu
dificultd en algun grado el envio de muestras vivas y congeladas a algunas de las
personas e instituciones con que se habia tomado contacto.

8. Condusiones y Recomendaciones:

1. Aspectos Técnicos.

Desde una perspectiva técnica el proyecto puede considerarse exitoso, toda vez que éste
hizo posible desarroliar el cultivo de Artermia para la produccion de quistes y biomasa en
salinas artesanales de la localidad de La Villa, como una actividad complementana a la
produccion de sal, es decir, logrando mantener la misma productividad obtenida previa
ejecucion del proyecto.

Si bien la meta de productividad de quistes planteada en los objetivos de la propuesta no
pudo lograrse, al compararia con aquella lograda en paises como Brasil o Vietnam, ésta
fue superior en un 34% y 17% respectivamente. .

Desde el punto de vista nutricional la biomasa producida posee caracteristicas que la
hacen apropiada para ser usada tanto en acuicultura como en acuarofilia. Sin embargo, a
fin de mejorar aspectos relacionados con la limpieza y el olor, se requiere mejorar los
procedimientos de cosecha y secado. Para ello seria necesario contar con un equipo que al
momento de cosechar permita ademas realizar un pre-lavado de la biomasa antes de que
esta 3ea llevada al laboratorio, agilizando los procesos posteriores y disminuyendo 0s
costos por concepto de bombeo de agua para el lavado. En cuanto al secado, lo ideal seria
hacerio por frio (liofilizado) lo que ademas de no alterar [as caracteristicas organolépticas
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permite eliminar los nesgos sanitarios, que son relevantes en actividades de acuicultura
comercial. Mientras que en términos cuantitativos, la produccion de biomasa se
incrementd tras cada temporada productiva. Asi, la produccion de 6.000 g durante la
primera temporada se elevo a 15.000 y 23.800 durante la sequnda y tercera temporada,
respectivamente. Lo que en términos porcentuales representa incrementos de 230,7 y
366,2% con respecto a la primera. El incremento entre la primera y segunda temporada
puede ser atribuido tanto al incremento del volumen de aqua disponible para el cultivo de
39,79 a 217,8 m3 como al aumento de! alimento disponibile al haber logrado generar el
bloom de microalgas. Mientras que entre la segunda y tercera temporada, puesto que se
mantuvo el volumen de cultivo y la disponibilidad de alimento, el incremento de la
produccion podria ser explicado sélo por una pequefia modificacion realizada en el fondo
de los estanques de cultivo y que mejord el drenaje del estanque minimizando con ello (a
cantidad de artemias remanentes luego de la cosecha.

No obstante el mejoramiento en la produccion de biomasa entre la segunda y tercera
temporada, el objetivo planteado para esta (lhma de 165 g de peso
himedo/m3/temporada no fue logrado totalmente, aicanzando un 81,6% de eficacia, lo
que podria tener su origen en que de los 10 estanques que debieran haberse ocupado
durante la temporada sélo se contd con 4 ya que en los 6 restantes no se logré solucionar
los problemas de infiltracion de agua, esto sumado a que sdlo en el estanque CT3 se
realizaron los 3 ciclos productivos, mientras que en los restantes {CT1,CT2 y PT1) se
lograron efectuar sélo 2.

Por otra parte, la produccion de quistes fue mucho menor que aquella planteada en los
objetivos tanto del proyecto original como de la extension, lograndose eficiencias de 0,15,
7,89 y 18,2 % para las temporadas 1, 2 y 3, respectivamente. Lo que podria explicar los
resultados obtenidos para las dos primeras temporadas tiene relacion con que las
estimaciones de producddn se hicieron sobre una presencia de hembras oviparas de 70%
en una poblacion de laboratorio, situacion que disto mucho de los vaiores encontrados en
terreno y que fluctuaron alrededor del 6%. A elio se suma el que durante la tercera
temporada no fue posible contar con la totalidad de estanques proyectados (4 de 10)
pudieron realizarse los tres ciclos solo en el estanque CT3. Finalmente, otro factor que
pudo haber contribuido es |a baja salinidad en los estanques CT1, CT2 y PT1, donde se
alcanzo la salinidad de 100 ppt a comienzos de febrero. El dato que tiende a refrendar
esta hipotesis es que a diferencia de las temporadas precedentes, durante la ultima se
registré un 33,9% de quistes inviables a causa de que habian eclosionado en los
estangues de las salinas a pesar de que la recoleccion se efectud a diario.

En términos cualitativos, de acuerdo al Artemia Reference Center y el laboratorio de
genética & Acuicultura, los quistes recolectados durante la ejecucion de esta iniciativa
posen caracteristicas apropiadas para ser usados en acuicultura. Si bien, aspectos tales
como su pequeio tamano (dentro del rango super small) y contenido de acidos grasos
polinsaturados (PUFA's) podrian situarios dentro de la banda de predos mas alta para los
quistes, su bajo porcentaje de eclosion le restan valor. En opinion del ARC este problema
estaria asociado a problemas de procesamiento, lo que implica la realizacion de ensayos
de déshidratado, rompimiento de diapausa, secado y almacenamiento. Si bien en este
aspecto se ha avanzado, resolviendose aquellos temas relacionados con la limpieza,
separacibn de quistes buenos de malos, deshidratado y almacenamiento, resta por
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mejorar |a tasa de secado y la desactivacién de la diapausa. Segun Lavens and Sorgeloos
(1995) los aspectos criticos del procesamiento de quistes son el porcentaje de humedad
que debe ser menor a 10% (con un Optimo de 2 a 5%), la tasa de secado y la
desactivacion de la diapausa. De acuerdo a estos mismos autores el contenido de
humedad se puede disminuir con almacenamiento en salmuera, 10 que fue validado
durante la tercera temporada logrando reducir desde 13 a 4,34% el contenido de
humedad de los quistes y una reduccion en la tasa de secado de 12 a 8 horas. Esto ultimo
gracias a la introduccion de aire caliente con un termoventilador, mientras que |a
mantencion de los quistes durante un periodo de tiempo a bajas temperaturas ha
demostrado ser una heramienta efectiva para romper la diapausa, restando solo afinar
detalles en cuanto al tiempo de permanencia en frio.

2. Aspectos Economicos

Como se ha mencionado anteriormente existen en Chile dos posibilidades de
comercializacion para Artemia. El primero de ellos corresponde al de la acuarofilia, que de
acuerdo a estadisticas de ASEXMA y el Banco Central para los 10 primeros meses de 2006
importé alrededor de 19 toneladas de alimentos para acuarios, equivalentes a US$
207.000. El sequndo mercado corresponde a la industria salmonera, que si bien hasta
ahora no ha utilizado Artemia existen acuerdos con importantes empresas del sector para
realizar ensayos de alimentacién con distintos productos derivados de Artemia. El éxito de
esta iniciativa podria redundar en una demanda inicial objetiva de al menos 930 Kg de
biomasa hiimeda/mes, para satisfacer los requerimientos de 1 milion de smolt durante 1
sefmana.

Sobre la base de los antecedentes expuestos, resulta claro que la transformacion de esta
iniciativa en una actividad comercial y por ende economicamente rentable, requiere del
incremento en los niveles de produccion. Sin embargo esto plantea algunos
inconvenientes debido a la temporalidad de la produccidon de sal, que a su vez estd
condicionada por la magnitud del retraso en el inicio de las aclividades debido a la
inundacion invernal. No obstante, este problema puede enfrentarse por medio de la
produccién asociativa. En este esquema, pequefios productores de sal obtendrian
asistencia técnica para la produccion de Artemia y el procesamiento de su materia prima
(quistes y biomasa) por parte de la empresa ECOARTEMIA, a quien pagarian con un
porcentaje de producto o su equivalente en dinero (maquila). Este sistema tiene varias
ventajas, entre elias se destacan: i) los pequefios productores no requieren hacer mas
inversiones que las requeridas para modificar la salinas y la compra de fertilizantes
agricolas, ya que el grueso de la infraestructura necesaria para el procesamiento de la
materia pima y venta del producto final es realizado por la empresa compradora
ECOARTEMIA; ii) se establece un poder comprador que asegura ingresos a todos los
pequefios productores y por otra permitira a la empresa contar con producto suficiente
para mantener una distribucién constante.

Cabe " sefialar que dentro del territorio correspondiente a las comunas de Pichilemu,
Paredones y Vichuguén, existen al menos 400 hectareas de salinas que eventualmente
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podrian utilizarse para la produccién de Artemia. Si consideraramos que sélo un 10% de
esta superficie pudiera ser util para su cultivo, se podrian proyectar producciones de
alrededor de 300 kg de quistes y 45.000 kg de biomasa por temporada (ambos en peso
humedo), de acuerdo a los resultados obtenidos.

De acuerdo a una evaluacion preliminar se estima que cualquier productor en condiciones
de disponer de un volumen de 796 m® en sus salinas podria desarrollar esta actividad de
una manera rentable, vale decir con una T.I.R. de 39% y un V.ANN. (12%) de 8.363.411
en un horizonte de 5 anos.

3. Geston .

Esta iniciativa ha desarrollado una gestion exitosa, toda vez que sobre la base de los
resuitados obtenidas ha peodido proyectar los resultados obtenidos para el desarrollo de
nuevos emprendimientos que le permitan consolidar una actividad que adn esta en
ciernes. Asi, logré la aprobacidn de un proyecto a través del Programa de Insercion de
Personal Altamente Calificado en Empresas Chilenas (Programa Bicentenario de Ciencia y
Tecnologia — CONICYT) se encuentra en evaluacion por Innova Chile otra propuesta para
el cultivo intensivo de Artemia bajo techo. Iniciativa que ademas de permitir prospectar
la generacion de nuevos productos y presentaciones de éstos, hard posible escalar en
términos productivos mientras se habilita la formula de produccion asociativa. Respecto de
esto Ultimo cabe sefalar que la 1. municipalidad de Vichuquén ha expresado su interés
porgue se logren los acuerdos necesarios para involucrar a los salineros de su comuna en
la produccion de Artemia bajo el esquema anteriormente sefialado.

Ademas, se ha logrado registrar la marca "ECOARTEMIA”, y se encuentra en fase de
tramitacion una personalidad jurnidica asociada a ella. Todo esto con miras a facilitar el
establecimiento de acuerdos comerciales con los mercados demandantes de Artemia, en
particular con la industria salmonera, que por su tamafio y dinamismo podria contribuir a
la rapida consolidacion de este novel cultivo.
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III. INFORME DE DIFUSION

1. Organizacion de Seminarios y Talleres.

De acuerdo a lo propuesto, durante la primera temporada se desarrollaron tres
seminarios en las localidades de Barrancas, Lo Valdivia (comuna de Paredones) y
Pichilemu, los dias 26 de junio, 3 y 9 de julio de 2004, respectivamente. Las dos
primeras charlas se dictaron para los salineros quienes fueron convocados por medio
de avisos radiales e invitaciones personales. La charia realizada en Pichilemu se penso
como una actividad de caracter institucional, razon por la cual se cursaron invitaciones
a las autoridades locales asi como también a iocs representantes de organismos
publicos y privados vinculados a la produccién y educacion.

Para el primer seminanio se cursaron 70 invitaciones y [a asistencia fue de 38
personas, lo que implica una convocatoria equivalente al 54,3%. El segundo seminario,
realizado en la localidad de Lo Valdivia concito la asistencia de 44 personas,
equivalente al 73,3% de las invitaciones cursadas. Finalmente, el tercer seminario,
realizado en Pichilemu tuvo la mas baja convocatoria, asistiendo sdlo el 20,3% de los
invitados.

Mientras que para la segunda temporada productiva se realizé un seminario de
caracter institucional el dia 30 de septiembre de 2005, en la pista municipal de
Pichilemu. Cabe senalar que esta actividad originalmente fue pensada para dar el
cierre al proyecto. A este evento de difusion asistieron 17 de los 48 invitados, lo que
implica una efectividad de 35,4%.

Por Ultimo, se efectué un seminario para profesores y alumnos del taller de ciencias
del Liceo Agustin Ross de Pichilemu. Junto con ello se les proporciond el material
biologico necesario para la implementacion de un experimento que participaria en la
feria estudiantil de ciencias de la VI Region.

2. Reuniones Tecnicas ¢ Dvas de Campo

En el periodo correspondiente a la extension del proyecto se llevé a cabe una reunion
técnica con la Asociacion Chilena de Acuaristas (ACDA) el dia 3 septiembre de 2005 en
la Corporacion Cultural de Nufioa. El tema de dicha reunién fue “Las Caracteristicas
Nutricionales de Artemia y su Uso en Acuarofilia”. Esta reunion dio lugar para la
realizacion de un dia de campo el 7 de enero de 2006. Sobre la base de la informacion
intercambiada durante la realizacién de los eventos senalados, el dia 3 de abril de
2006 se suscribe un acuerdo de cooperacion entre la ACDA y el proponente del
proyecto.

3. Publicaciones divuigativas

Eh el marce del acuerdo de cooperacion suscrito con la Asociacion Chilena de
Acuaristas, se publico un articulo de divulgacion “Cultivo semi intensivo de crustaceo
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Artemia para la produccién de quistes y biomasa en las salinas de la localidad de La
Villa, Pichilemu, VI Regién”, en el sitio web de esta institucion (www acda.cl).

Ademds se divulgé el proyecto y sus alcances a través de dos reportajes realizados el
18 de febrero de 2005 y 9 de febrero de 2006, por los programas Frutos del Pais y
Tierra Adentro respectivamente. Al respecto, resulta pertinente sefalar que estos
reportajes tuvieron gran impacto y han permitido realizar importantes contactos no
s6lo para la realizacion de futuros negocios sinc que ademas para desarrollar
actividades de formacion e investigacion.
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Informe visita a terreno Enero 2004

Proyecto FIA: Diversificacion de la actividad salinera mediante el
cultivo semi-intensivo del crustaceo Artemia para la produccion
de quistes en la localidad de La Villa, Pichilemu, VI Region.

PATRICIA BERISTAIN RUIZ
MASTER EN ACUICULTURA
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Introduccion

En la propiedad del Sr. Marco Antonio l:abarca Parraguez ubicada en la rivera sur del estero Nilahue
se esta ejecutando el proyecto financiado por la Fundacion para la Innovacion Agrana (FIA) titulado
“Diversificacion de la actividad salinera mediante el cultivo semi-intensivo del crustaceo Artermia
para la produccion de quistes en la localidad de La Villa, Pichilemu, VI Region”.

El crustaceo anostraco Arternia esta adaptado a diferentes habitats, en distintas partes del mundo y
se encuentran restnngidos a lagos hipersalinos o estanques hechos para la produccion de sal, como
en el caso de los alrededores de Cahuil, localizados en la costa & en aguas epicontinentales. Estos
habitats eslan caracterizados por poseer una baja diversidad de especies y tienen condiciones
fisicas y quimicas muy vanables y extremas en las que Arfemia, debido a su especial capacidad
osmoregulalona puede tolerar, algo que no pueden hacer otras organismos acuaticos que pudieran
depredario. La distribucion geografica de este crustaceo se encuentra correlacionada con el lipo de
cima, el 97% de los sitios en donde se localiza, han sido catalogados como areas de extrema

andez. En Chile, Artemia franciscana

se distnbuye en &l norte mientras que A. persimilis habita el extremo sur austral, incluyendo biotopos
tan vanados como el Desierto de Atacama o la Laguna de Los Cisnes en Porvenir.

Este informe es el reporte de las actividades ejecutadas durante la segunda quincena del mes de
enero del afio en curso. Durante dicho periodo los profesionales a cargo de [a ejecucion del proyecto
en terreno, Sr. Mauncio Martinez (Master Produccion, Manejo y Conservacion de RR.NN. candidato)
y Srta. Mayda Hauva (Master en Acuicultura), asi como el proponente, Sr. Marco Labarca, y el
coordinador atemo del proyecto, Sr. Dante Cometo, realizaron una visita de caracter técnico a las
salinas de la localidad de Grossos, Brasil por lo que la que informa participé parcialmente en la
ejecucion y puesta en marcha de las actividades detalladas a continuacion

Limpieza y encalado de estanques
Los estanques para produccion de sal se inundan durante los meses de inviemo debido al
incremento del caudal del Estero Nilahue. Por elio, s0lo una vez que el flujo del estero se reduce se

inicia la actividad salinera con el desbarrado de los estanques. En un afio con
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precipitaciones nomales el flupo del estero se reduce sustanciaimente al comenzar la temporada de
pnmavera {Septembre-Octubre). Sin embargo, el afo 2003 fue, de acuerdo a comunicaciones
informales con personas que habitan la zona, excepcionaimente lluvioso en la VI Region. Dichas
precipitaciones incrementaron el caudal del estero y por ende |a superficie énegada por un penodo
mayor al normal, por o que ef desbarrado de los eslanques solo se inicid al comenzo de la época
estival lo que conllevd a un atraso en las actividades productivas de sal y por ende de la ejecucion
de este proyecto No obslante el retraso, el desbarrado fue realizado con normalidad, es decir,
manualmente por una cuadrilla contratada por el pmp9nenle y supervisada por los profesionales en
terreno. Debido al largo tiempo en que estas salinas no fueron trabajadas el desbarrado resulto un
tanto mas engorroso ya que vanas de las calles se encontraban “quemadas’ por lo que fue
necesarnio remover parte del fondo de los estanques. Normalmente de tas calles “quemadas” se
obtiene sal de menor calidad y precio, debido a que el "cuajado” de se hace mas dificil, asi como
también fa sal cosechada no alcanza el tamaiio ni el color deseado.

Pane de los estanques fueron encalados a fin de evitar la proliferacidn de “lama”. Esta alga crece en
el fondo dei estanque y postenommente sube a la superficie formando floculos que impiden la
adecuada penetracion de los rayos del sol. Esta alga no deseada disminuye la tasa de evaparacion
y hace mas lento el incremento de la salimndad en los estanques “sancochadores’. Sin duda el
encalado de los estanques disminuyd notoriamente la cantidad de “lama’ en elios, aunque no

impidioé su crecimiento.

Abastecimiento y distnbucion de agua en las unidades productivas

El agua del esterc Nilahue es conducida regulammente mediante gravedad hacia el estanque
acumuiador o corralon. El corralon, cuya construccion data de vanos anos, se encuentra poblado de
algas y vegetacion. Su superficie y profundidad son de dificii cuantificacion aunque se estima que la
profundidad promedio es aproximadamente 50cm. %btdo a la topografia del terreno, existe una
escasa diferencia de cotas entre el corralon y las unidades productivas. Esto implica que el volumen
de agua acopiada en el comalén esta siendo subutilizada. Solo parle del volumen total del comralon
es transfendo a las unidades productivas y el remanente no puede ser distnbuido debido a la
diferencia de altura. Desde el comaion el agua es conducida a traves de canales hacia las unidades
produdtivas las que cuentan con filtros de entrada para evitar predadores y matena no deseada. La
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red de agua desde y hacia las unidades productivas presenta también diferencia de pendiente la
que no necesariamente siguen un orden practico en términos de manejo y distribucion del agua.

Modificacion de los estanques

De acuerdo a lo propuesto en la metodologia del proyecto se utilizarian-tres tipos de estanques (3
replicas) para el cultivo de Artemia. Estos sistemas productivos seran evaluados durante la pnmera
temporada y a partir del segundo afio se utilizara aquel que resulte optimo en terminos productivos.
De acuerdo a las modificaciones propuestas los estanques fueron profundizados centraimente sobre
el eje transversal (salina 1) y longitudinalmente (sélina 2) y penmetralmente (salina 1) Las
modificaciones de estanques fueron todas realizadas de acuverdo a lo propuesto y se observo en
éstos una mayor regularidad del fondo como una mayor consistencia de los parapetos.

A partir de la tercera y cuarta semana del mes de enero se registro la proliferacion de Artemia en los
estanques modificados. Esto ocumid previo a fa inoculacion con la cepa de San Francisco Bay. Lo
anterior corrobora la idea propuesta previamente a través del programa de Consuitores Calificados
del FIA donde se sefiald que la profundizacion de los estanques podria mejorar sustancialmente la
abundancia de ia poblacion local de Arlemia.

Cultivo de Microalgas

Cepa de la microalga Dunaliella salina fue inoculada en estanques de acrilico transparentes de 20 |
con agua de mar (35 %) previamente esterilizada con hipociorito de sodio y desactivada con
tiosulfato. El cultivo fue ennquecido con el medio Enhance Algae®, segun el protocolo de los
fabricantes. Los estanques fueron mantenidos con aireacion constantes (24h) y fotopenodo de
12h:12h, Luego de 7 dias de cuitivo los estanques registraron una densidad que fluctué entre 4 a 6
millones de células por mililitro

Los estanques fueron trasladados desde el laboratono a fas salinas donde fueron trasferidos a los
estanques en tierra. Los estanques para el cultivo de las microalgas en bema fueron previamente
asignados, considerando para ello la profundidad asi como su localizacion a fin de realizar una facil
distnbucion del alimento hacia las unidades productivas. La siembra se realizo bajo Optimas
condiciones climaticas y su distribucion se llevo a cabo considerando el viento predominante. Los
estandues fueron inmediatamente fertilizados (Enhance Algae®) de acverdo al volumen (il de

éstos.
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Se realizd monitoreo diano de los estanques, registro de temperatura y salinidad, asi como &l
recuento algal mediante la toma de muestras de agua (n= 3: volumen 50ml) desde distintos vértices
como profundidades de los estanques. Luego de una semana, en fa cual no se registro incremente
de la poblacion de microalgas, se procedi6 a una segunda fertiizacion (Enhance Algae®). Se
continué con el monitoreo de los estanques sin observarse, nuevamente, aumento de la densidad
poblacional por lo que se procedié a una tercera fertilizacion. Esta vez se utilizaron fertilizantes
agricolas, superfosfato tnple y urea, los que fueron previamente disueltos y distnbuidos
uniformemente en los estanques _

Nuevamente, los estanques fueron monitoreados dianamente sin amojar resultados positivos. La
poblacién de microalgas inocuiada no proliferd de acuerdo a lo esperado con ninguno de los
tratamientos implementados. Sin embargo, {a abundancia de Artemia en los estanques siguid
incrementandose, por lo que se asumit que, por su condicion de filtrador no selectivo, Artemia se
eslaria alimentando de bactenas y matena organica particulada presente en los estanques.

Algunas de las posibles causas por las que el cultive de microalgas no fue exitosa podrian ser:
Fotoinhobicion se define como la inhibicion de la folosintesis causada por exceso de energia
luminosa. Diversos estudios han sefialade que tanto la radiacion UVB (280-320nm), como la UVA
(320-400nm) producen fotoinhibicion. Ademas de inhibir la fotosintesis, la radiacion UV modifica
diversos procesos metabolicos, que al iargo plazo afectan el crecimiento y la sobrevivencia del ias
microalgas. Sin embargo, entre las microalgas se& ha observado un amplio rango de respuestas
adaptativas a la radiacion UV, que parecen estar directamente relacionadas con las condiciones
normales del ambiente en el que dichas especes crecen o que concuerda plenamente con la
situacién producida en las salinas de La Villa.

Volumen del inocuio: el volumen de microalgas noculade podria haber sido escaso considerando el
volumen de los estangues en tierra.

Salinidad y temperatura de los estanques en tiema: la cepa de Dunaliella inoculada es cultivada
nomalmente bajo condiciones de laboratoric. Por lo que el incremento de la salinidad y ia
temperatura de los estanques en tierra comparado a las condiciones estandares de cultvo podria

explicar la ausencia del bloom microalgal

Hatchery “Barrancas”
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Ei proponente habilitd un hatchery en el sector de "Barrancas’, ubicado aproxmadamente a 4 km de
las salinas, el que cuenta con agda potable y luz eléctrica. Este laboratono esta subdividido en los
siguientes sectores.

Laboratono seco: esta habilitado con una balanza, lupa y microscopio. E‘n este sector del hatchery
se realizan las actividades de recuento de microalgas, observacion de los estados larvales de las
Arternia

Laboratono humedo: en el laboratorio humedo se encuentran los estanques cilindro conicos
transparentes donde se lleva a cabo la eclosion de quistes, para ello estan habilitados con
lumninacion directa, requerimiento para los pnmeros estadios de desarrollo de este crustaceo.

Sector de secado: estd equipado con un ventilador y secadores con repisas para |a incorporacion de
los tamices de tul. El ventilador permite mantener una adecuada humedad ambiental favoreciendo fa
rapida evaporacion del agua de los quistes cosechados. De esta manera se alcanza el porcentaje de
humedad requerido para su futura comercializacion

Conclusiones y sugersncias

Las obras y actividades propuestas de acuerdo al programa de actividades del proyecto fueron
cumphidas totalmente. Ei proponente ejecuto las obras comprometidas, asi como también realizo la
compra de insumos y equipos requendos a la fecha.

Los profesionales a cargo de las actividades en terreno llevan el control diano del estado de los
estanques de cultivo de Artemia asi como también el de las microalgas. Su profesionalismo se
destaca en términos de busqueda de soluciones y alternativas anfe sifuaciones adversas o no
esperadas como fue el cultivo de microalgas. Este probiema podria ser parciaimente resuelfo si se
iniciara, a partir de la proxima lemporada, el aislamiento de Dunalielfa salina onginana de las mismas
salinas. Sin embargo, elio requiere de un mayor esfuerzo, matenales y desamollo de técnica de
laboratono que por el momento no podrian ser imp#em_entadas en el Haichery de Barrancas.

£l comalon y los canales de distrbucion de agua requieren de una mantencion. Es decrr, la
eliminacion de algas y plantas que lo habitan. Con respecto a los probiemas de diferencia de altura
para el adecuado fraspaso de agua desde este a los canales de distnbucion y finaimente a las
_ unidades productivas, la situacion es mas compleja ya que requiere de movimiento de tierra lo que

no ha'sido contemplado en el proyecto.
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Introduccién

Actualmente, los nauplios de Artermia consbituyen no solo el mejor, $iNo que en muchos casos &
unico tipo de alimento vivo valido para los pnmeros estados larvanos de la mayoria de las especies
de peces y crustaceos cultivados. Ello debido a la facilidad de aimacenar quistes por prolongado
tiempo sin que pierdan su calidad y dacapsularos y obtener nauplios de acuerdc a los
requenmientos del acuicultor.

En la mayoria de las poblaciones de Artemia los quistes producidos flotan en la superficie lo que
implica ciclos repetidos de hidratacion/deshidratacion (a causa de la Huvia o de una humedad
elevada) alterando la calidad estos. Ello debido a la perdida (parcial) de su reserva energética y
ocasionando asi una disminucion en la capacidad de eclosion o en el conlenido calorico

Esta expenencia tiene por objetivo evaluar la calidad de la cepa de Arlemia de la Bahia de San
Francisco inoculada en La Villa, utilizando los estandares intemacionales.

Material y Métodos

Quistes de Artemia de la Bahia de San Francisco fueron gentilmente donades por Artemia Referente
Center, University of Ghent, Belgium Se incubo t gramo de quistes en botellas (1 litro} cilindro
conicas de transparentes (n=3) con agua de mar artficial (35%e), pH 8.0-8.5, a 25°C con
aireacion desde el fondo e iluminacién constante (1000 lux).

Se evalud la calidad de la cepa de acuerdo a parametro intemacionales segun la metodotogia
propuesta por Lavens y Sorgeloos (1996) utilizando para ello las siguientes ecuaciones.

a) Porcentaje de eclosion = (N"100)
N+U+E

donde: N = nimero de nauplios
" U = numero de umbrellas

E = numero de embnones
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b) Eficiencia de eclosion = (N"4"800)

¢) Tasa de eclosion: se tomaron submuestras (n=6) y se caiculo a eficiencia de eclosion desde las
12h de inoculacion. Se continuo con el registro hasta que el la eficiencia de eclosion se mantiene
constante durante 3 horas. El vaior promedic por hora se expreso como porcentaje de

la maxima eficiencia de eclosion

Resultados y discusion

La cepa de Artemia franciscana de la Bahia de San Francisco (USA) fue monitoreada 48h post-
inoculacién, En fa Tabla 1 se presentan los resuitados de los porcentajes de eclosion obtenidos a la
24nh y 48h Luego de 24h de incubacion, 35.5 (14 27) nauplos eclosionaron a partir de 100 quistes.
sin embargo este valor incremento a 9346 (+366) luego de 48h de incubacidn. Este cnteno no
ncluye las impurezas (quistes rotos, sal, arena, etc) sino solo se refiere a la capacdad de
eclosionar. Los resultados sugieren que los quisies eclosionados no estaban en estado de diapausa
ya que la mayoria de eflos eclosiono exitosamente. Del mismo modo el contenido de energia
presente en ks quistes es adecuado io que refleja que fueron procesados y almacenados

adecuadamenie.
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Tabla 1: Porcentaje de eclosion de quistes de Arfemia de la Bahia de San Francisco (USA) 24h y
48h post-inoculacion

[ T Porcentaje de Eclosiéon | Porcentaje de Eclosion |
| 24 h post-inoculacion 48 h post-inoculacion !
Como1 | 2563 % =
Cono2 | 29.05 o 94.78 |
Cono 3 51689 96.27 |
Promedio | 3552 - 93.46 1
SD | SR 5 AR - am |

La eficiencia de eclosion representa el nimero de nauplios producidas a partr de un gramo que
quistes. Estos valores pueden ser vanables, siendo los mas bajos100.000 nauplios/gr de quistes o
alcanzar los valores Premium del Gran Lagos Salado cuya produccion es de 320.000 nauplios/gr. de
quiste. La eficiencia de eclosion es un importante crnteno en términos econémicos, asi &l
precio de venta en directa relacion con los valores que esta registre. En esta expenencia se
determino que la eficiencia de eciosion de la cepa inoculada fue de 280686,7 (+43061,97) iuego de
48 h de incubacion (Tabla 2).

Tabla 2: Eficiencia de eclosion de quistes de Artemia de la Bahia de San Francisco (USA) 24h y 48h
post-inoculacion

~ Eficiencia de Eclosion ll Porcentaje de Eclosién |

24 h post-inoculacion 48 h post-inoculacion |

[Cono1 | 48300 73633333 |
‘Cono2 | 50400 322333.33 I
Conod | 117600 283333 33 |
Troﬁs'eduo 7226667 2006667 |
| T aD 39267.9683 4306197 |
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La tasa de eclosion se refiere al empo transcumdo desde que comienza la incubacion (hidratacion

de los quistes) hasta la liberacion del nauplio (eclosion). Se consideran los distintos intervalos de

tempo: a)TC Tiempo de incubacion hasta que aparecen los pnmeros nauplios nadadores; b)T10
Tiempo de incubacion hasta que aparece el 10% del total de los nauplios eclosionables; ¢)T90
Tiempo de incubacion hasta que aparece el 90% del total de los nauphos eclosionables; d) T90 -
T10. este valor da una idea de la sincronia de la eclosion. En esta expenencia los valores

alcanzados a los diferentes intervalos de tiempo fueron registrados cada 12 horas (Tabla 3 y Figura

1) Cuando la sincronia de eclosion es bajo (T100-TO > 10 h), la primera nauplio eclosionada a

consumido gran parte de la energia disponible cuando la ultima naupho eclosione. En este caso la

cepa inoculada sobrepasa los estandares de sincronia de eclosion alcanzando este un valor de 20h.

Tabla 3: Tasa de maxima eficiencia de eclosion de quistes de Artermia de la Bahia de San Francisco

{USA)

| Tiempo de | Eficiencia de ecliosion T Porcentaje de la maxima |
| incubacién | — i ~ eficiencia de eclosion

- 93000 | 18,88 |
| 18 72266,66 ! 25,75

- 85027,77 ‘ 30,29

1 36 26241666 | 93,50

i A8 2800666 | 100,00 iy

Figura 1. Tasa de eclosion de la de quistes de Arteria de la Bahia de San Francisco (USA)

l'—_TO”fTh_ '”
710 [ 160
750 | 30n
790 [36n
TS |20

Porcentaje de Eclosion

100

60

40

20

20 40 &0
Twmpo de mcubacwon (h)

127



Conclusiones

La cepa de Arternia franciscana de la Bahia de San Francisco inoculada en las salinas de La Villa
cumple con los requerimientos intemacionales en terminos de porcentaje y eficiencia de eclosion
Estas caracteristicas; son especies especificas y no necesariamente son iguales enire partidas de
quistes vanando la calidad de la eclosidn entre partidas de la misma especie y localidad. Los
resultados obtenidos reflejan que las etapas de cosecha, procesamiento y almacenaje fueron
adecuadas, no siendo necesario utilizar ningiin método para desactivar la diapausa de los quistes
previa su eclosion. Lamentablemente Ia sincronia de eclosion sobrepasa los estandares deseados,
lo cual significa que no podemos asegurar un Maximo numero de Instar | disponibles en periodo
corto de tiempo. Desde el punto de vista practico esto implica que las larvas deberan ser
colectadas desde los estanques de eclosién y o cultivo reiteradamente a fin de evitar la
sobre posicion de distintos estadios larvales
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introduccion

La produccibn maxima de quistes y biomasa de Artemiq estan influenciadas por la
dindmica local de la poblacion, es decir, por la tasa de reclutamiento de !a poblacion. El rol
de los quistes en una salina es el de indculo ya que luego del invierno, durante el cual
estan anegadas y no hay produccién de sal daran origen a una nueva generacion. En
estanques manejados extensivamente, ligados a la productividad natural, sin un manejo
especifico en la entrada de agua, se estabilizaran a densidades generalmente mucho mas

bajas.

La literatura senala que Artermia al ser expuesta a salinidades altas, 0 bien a ambientes
eutroficados (con amplias fluctuaciones de O; entre el dia y la noche) podrian provocar un
stress suplementario a la poblacién favoreciendo la induccion de ovipandad Esto puede
suceder naturalmente, cuando la salina esta en funcionamiento, especiaimente en los
ultimos estanques de produccion, o puede ser promovido (e incluso realizado a bajas
salinidades) incrementando las tasas de fertilizacién. La ovipandad solo se inducira
cuando la densidad de poblacion sea suficientemente alta como para que no tengan lugar
nuevos reciutamientos. Las salinidades mas bajas y regulares sumadas la disponibiidad

de almento favorecen la produccion de biomasa en i0os estanques.

El objetivo de esta expenencia es evaiuar el efecto de ia salinidad en la induccion a la

oviparidad en cepas de Arlemia de la Bahia de San Francisco (USA) y La Villa (Chile)

Material y Métodos

Quistes de Artemia franciscana de la Bahia de San Francisco (USA) fueron eclosionados
de acuerdo la metodologia descrita por Lavens y Sorgeloos (1996), mientras que nauplios
de Artemia de La Villa (Chile) fueron colectados desde los estanques de mantencion de
cepas de Artemia disponibles en el Laboratorio de Genética & Acuicultura, Universidad de
Los Lagos. Una vez que los ejemplares aicanzaron el estado de juvenil pares {(macho y
hembra) de cada cepa (n=10) fueron cultivados a salinidades experimentales 35, 50, 75,
100, 125 y 150 %0 en tubos Falcon (50ml). El agua de los tubos fue cambiada diariamente

y por medio de capilares se colectaron las nauplios producidas, las que se transfineron a
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botellas con agua a la salinidad experimental. Los quistes, en tanto, fueron colectados por

medio de tamices (100ym) y mantenidos en salmuera (350%)

Los datos fueron registrados a fin de obtener el numero promedio de descendencia para
cada cepa y cada salindad, evaluando asi el efecto de ésta sobre la induccion de
ovipandad (quistes) Los datos fueron analizados utihzando un Analisis de Vananza
{Andeva) utilizando el programa SPSS 11.0

Resultados y discusion

En la Tabla 1 se presentan los valores promedios del totai de descendientes de cada cepa
a las distintas sahnidades expenmentales La cepa de la Bahia de San Francisco (USA)
inoculada en la salina de La Villa alcanzo mayor namero de descendientes cuando fue
cultivada a la salnidad expenmental de 100%0 mientras que los menores valores se
observaron a la salinidad maxma (150%) afectando en forma significativamente negativa
el niumero quistes producklos (Tabla 2). En términos generales esta cepa produjo un
mayor numero de descendientes, 175, 2 (£135,9) y 190,4 (+53,06) cuando fue cultivada a
35 y 50 % respectivamente (Tabla 1). La mayor proporcion de descendientes fue a traves
de reproduccién ovipara observandose escasa produccién de nauplios en todas las
salindades expenmentales utihizadas, La cepa nativa de La Villa produjo mayor numero
de descendientes en todas las salinidades experimentales estudiadas respecto de la cepa
de San Francisco, con los mas altos registros, 229 (+121,29) descendientes, a la salinidad
50% y los menores 100, 5(x121.29) a 35 % respectivamente (Tabla 1) Ademas. en esta
cepa se regQistro una mayor proporcion de nauplios en todas las salinidades
experimentales comparadas con la cepa norteamericana, especialmente cuando su
cultivo se llevo a cabo 125%. (Tabla 1}. El analisis estadistico realizado confirma un efecto
significative a salinidades de 50 y 75 % en la produccién de quistes (P< 0.05). Aunque se
registro un efecto significativo en la produccion de quistes cuando los ejempiares fueron
cuitivados a salindad menor, éste fue negativo (P< 0.035) y redujo el nimero de

descendientes producidos en forma ovipara (Tabla 2)
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Tabla 1: Descendencia de Artemia de las cepas San Francisco USA y La Villa a distintas
salinidades expernimentales

Cepa Numero | Salinidad | Total de Quistes | Total Nauplios | Descendencia |
1 de Pares %) (sd) - {sd) L Total (sd)
i San Francisco, | 10 35 173,7 (133,18) 5 (474) | 1752(13595)
| USA :
g 10 50 1658 ( 3591) 246 (51,98) 190.4 { 53,06)
! 10 75 114.9 ( 82.69) 11 ( 3.47) 116.0 ( 82.38)
3 3 L 100 160.1 (103,04) 341 (52,71) 194.2 (110.46)
T 10 125 154 2 (107 87) . 4.8(1517) 159.0 (114,00) |
= 10 150 71,7 (70,05) 74 (23,40) 791 ( 67.00) |
" La Villa, Chile | 9 [ 35 78.6 (67.97) i 21.8{25@5} 100,5( 81,89)
= i 10 50 197,5(12406) 32,0 (25,17) | 229,5(121,29)
[ 10 75 142 5(89.99) 69.6 (83,04) [2122(123,14) |
[ . " 100 | 60.1(24,73) 67,1(48,18) | 127.2( 57.,80; |
e 10 125 | 76.3(79.90) 105.4 (97.00) | 181,7 (115.91)
i 10 180 | 52.4(57,28) 94,7 (66,12) [ 147.2( 76,58)

Tabla 2: Analisis de Varianza del efecto de la salinidad en la generacion de descendientes
enquistados en la cepa de Arternia de la Bahia de San Francisco (USA) y de La

Villa (Chile).
. T o 4 ok . T heane
Cepa  Salinidad | | Poncgente | “Et;r:(;ar i T P | Confianza
1o ] o Menor Mayor
"San 3 | 00%a | 0187 | 0501 05619 0,281 0468 |
Francisco, | 50 0112 0,187 | 0,597 0553 | -0283 0486 |
| USA A W 0,242 0,187 1,292 0,202 -0,133 0616 |
T 100 0149 | 0187 | -0.797 0,429 0524 | 0226
[ 125 | 9236 | 0187 | 125 0,215 -0,140 | 0810
' L 150 - - | - 0,000* - | -
La villa,| 35 | -0788 0212 | 3722 | 0,000 0,363 | 1212
| Chile 50 | 0561 | 0206 | 2719 0,009" 0,147 0974
. 75 | 0472 0,206 2.289 0,026* 0,058 0,886 |
| 100 | 0292 0.206 1415 0163 | 0122 | 0706 |
125 | 0197 0.206 953 [ 0345 | -6217 | 0610
160 | - - - 0,000* | = .

* Significativo (P< 0.05)
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Conclusiones

La sahmidad de cultivo tuvo efecto positivo en la produccion de quistes en la cepa
originaria de La Villa. Sin embargo la salinidad no afecto estadisticamente la estrategia
reproductiva de ia cepa inoculada, San Francisco excepto cuando esta alcanzo 150%. por
o que se sugiere que las deberian ser mantenidas en terreno. a salindades menores que
esta Lo interesante de la cepa inoculada fue que la mayoria de las hembras se reprodujo
oviparamente, que es {0 que persigue este proyecto a fin de poder comerciaiizar los
quistes Estos resultados obtenidos de animales en condiciones controladas pueden
variar ya que en condiciones naturales la situacion de stress y de fertilizacion podrian sin

duda mejorar los resultados esperados
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Introduccion

La liofilizacion es una forma de desecado en frio que sirve para conservar sin daflo los mas diversos
materiales biologicos. En el proceso, pnmero se congela el matenal, y luego el hielo se elimina por
sublimacion. La eliminacion del agua, séio queda un 2% de eila luego del proceso de hiofilizacion,
proporciona una excelente proteccion frenie a las principales causas de alteracion de los alimentos.
Los microorganismos no pueden desarroilarse en un medio sin agua. Ademas, en estas condiciones
tampoco es posible la actividad enzimatica, y la mayor parte de las reacciones quimicas se hacen
mucho mas lentas de lo normal

Material y Métodos

Biomasa de Artemia cosechada desde la localidad de La Villa fue congelada y Yrasladada, en un
bidon de Nitrogeno liquido (51), para su liofilizacion al Laboratorio de Genética & Acuicultura,
Universidad de Los Lagos (Osormo)

Trozos de 87 gr de biomasa congelada fueron transferidos a 4 bolellas de boro cilicato (300mi) y
liofilizados en el Sublimator VaCo5 (Zirbus) durante 27 horas. Se registro el peso inicial asi como
intermedios y final de [as muestras a fin de determinar su curva de secado.

Resultados

Las muestras de Artemia congelada requineron de 28 horas de hofilizacion. La mayor pérdida de
humedad se registrd durante las primeras horas, mientras que luego de 24 h de liofilizacion este
proceso se volvié cada vez mas lento hasta alcanzar peso contante. para alcanzar peso constante
(Tabla 1). El peso inicial de las botellas fue de 87 0 gr mientras que el final alcanzo un 23,0 gr lo que
significa un rendimiento (peso himedo/peso seco) del 26,43%. La vision grafica de la expenencia se
representa a través de la curva de secado se muestraen la Figura 1.
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Tabia 1: Biomasa de Artemia: Registro del proceso de hofilizacion

Tiempo Peso Botella Botella 2(gr) Botella Botella Peso
(h) 1(gr) 3(gr) 4(gr) Promedio/hora
0 B7.0 87.0 87.0 87.0 87.00
1 .825 81.9 81,2 81,5 81,78
2 776 76.8 76,2 77.0 76,90
3 738 726 72,0 73,0 72.85
4 70.3 68,9 68,3 69,7 69,30
5 66.8 65,0 64 4 65,9 65,53
6 61,8 59,7 59,1 60,8 60,35
7 58.8 56.3 55,8 57.6 5713
8 56,1 53,2 52,8 54 8 54,23
24 30,0 259 25,9 28.4 27.55
25 284 246 245 27.0 26,13
26 27.3 234 233 258 24 95
27 25,4 21.8 21.8 242 23,30
28 252 21,5 21.5 240 23.00

Las muestras una vez finalizado fueron envasadas, selladas y enviadas a la lecalidad de Pichilemu
Se observo la presencia de algunas hojas y larvas de insectos en las muestras

Discusion y Conclusiones

E! proceso de liofilizacion de biomasa de Artemia resulta bastante sencillo, aunque los volumenes a
procesar son reducidos. De acuerdo a los matenales disponibles, es decir botellas de boro silicato, el
laboratorio podria procesar aproximadamente 1500 m! de Artemia congelada cada 27 h, equivalente
a 400 gr de Artemia liofilizada. La ventaja de este tipo de proceso es que se mantiene intacta la
calidad de las muestras, los costos de envasado son reducidos y el peso final del producto es bajo.
Sin embargo el proceso es lento y en este casa toma mas de un dia
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Objetivos

1. Evaluar el efecto del tempo de permanencia de los quistes en salmuera sobre el porcentaje
de humedad de los quistes
" 2 Evaluar el efecto del porcentaje de humedad de los quistes y |a calidad de elios en términos

de porcentaje de eclosion

Material y Métodos:

Quistes de Artemia que fueron cosechados en la Salina de 1a La Villa y almacenados
separadamente en contenedores con salmuera durante 1, 2, 3. 4 y 5 semanas. Los quistes fueron
eclosionados en el Laboratono de Genetica & Acuicultura de la Universidad de Los Lagos
separadamente en tnplicado para cada una de los penodos de aimacenamiento evaluande |a calidad
de ellos sobre la base del porcentaje de eclosion (%E) y eficiencia de eclosion (EE). Transcumdas
24 horas desde el inicio del proceso de eclosion, se tomo una alicuota (1mi) de agua desde el
estanque cilindro-conico (n=5} y se depositdo en una capsula Petn Postenormente se agregaron
unas gotas de lugol para luego poder observar y contabilizar bajo la lupa esterecscopica. El recuento
considerd fanto los embnones y los estados “umbreila® como ios nauplios de Artermia El

procedimiento se realizo de igual forma a las las 48 y 72 h post- inoculacion de los quistes

A continuaciOn se presentan las ecuaciones con que se caiculd tanto el porcentaje de eclosion (a)

(a) N x100

0ok =
N+ F

como la eficiencia de eclosion (b}
donde: % E= Porcentaje de eclosion

N= nimero de nauplhos contabilizados
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E= numero de embnones y "umbrellas” contabilizados

(b) EE = Nxib
Mx(C
donde: EE= Eficiencia de eclosin (N° de nauplios/g de quistes)

N= nimero de nauplios contabilizados
V= volumen del agua de mar utiizada (mi)
M= volumen de agua de la muestra (mf)

C= canbdad de quistes utiizados (g)

Se realizo un Anaiisis de Vananza (ANOVA) de 1 y 2 wias con el fin de evaluar los tiempos de
permanencia de los quistes en salmuera sobre el porcentaje de humedad de los quistes y e!
porcentaje de eclosion de ellos Se realizd postenomente un analisis a postenon Tukey con el fin
de determinar cual y de que manera estas vanables afectarian |a calidad final de los quistes

cosechados

Resultados

El porcentaje y eficiencia de eclosion de los quistes de Artemia almacenados durante 1,2, 3, 4y 5
semanas en salmuera estan representados en la Figura 1 y Tabla 1. En general una escasa eclosion
de quistes se registré luego de 24h de inoculados para todos los penodos de pemnanencia de estos
en salmuera, mientras que a las 72h se registro los mayores porcentajes de eclosion. Estos
porcentajes fluctuaron entre 11.34 y 52.35 % en aquellos quistes que permanecieron al menos 3
semanas en salmuera. De acuerdo a fos resultados los mayores registros de eficiencia c-ie eclosion
se obtuvieron también luego de 72h post-inoculacion para aguellos quistes que permanecieron 4
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semanas en salmuera, o que indicaria que en este caso a partir de 1 gramo de quistes se
cbtendrian en promedio 188.000 nauplos (Tabla 1).

70
65 mm Porcentaje humedad
60 « Porcentaje eclosion 24 h
55 ' Porcentaje eclosion 48 h
7| Porcentaje eclosion 72 h
50
45 |-
40
[
@ 35 ;
o L
= 30 I
&
e 25 ;
s ;
o 20
15
. I Iﬁ Ij i]
5 .
‘I hlwddeaeoddlome
1 2 3 4 5 |
Semanas en Salmuera '

Figura 1: Porcentaje de humedad y eclosion de quistes de Artemma almacenadas durante 1, 2, 3,4y
5 semanas en contenedores con salmuera
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Tabla 1. Porcentaje y eficiencia de eclosion alas 24, 48 y 72 h de quistes de Arternia almacenados
post-cosecha en contenedores durante 1, 2, 3, 4 y 5 semanas en salmuera.

24h 1 2 3 4 5
Porcentaje 0 164 0.87 0.10 0.00
eclosion i
5) 0 154 072 0.30 0.00
Eficiencia 0 106987 402 80 133.33 0.00
eclosion
48 h 1 2 3 4 5
Porcentaje 3.08 9.01 26.99 15.64 3.94
eclosion
SD 1.90 373 | 764 | B88 | &y89
Eficiencia 7733.33 35866.67 100800.00 42800.00 18266.67
eclosion
72 h 1 2 3 4 5
Porcentaje 1134 14 17 52.35 4610 | 2644
eclosion
sb 3.76 4 98 9860 11.06 16.77
Eficiencia 41333.33 52266 .67 136933.33 188000.00 | 143733.33
eclosion

El perodo de almacenamiento post-cosecha afecto significativamente el porceniaje de humedad de

los quistes (p<0,05) (Tabla 2) augue este no tuvo un efecto en el porcentaje de eclosion de eilos

{p>0.5). El test a postenon indico que los quistes deben permanecer al menos 2 semanas en

salmuera para alcanzar porcentajes de humedad menores a los requendos por los controles de

calidad (10%). Afmque no existe diferencia en la deshidratacion de los quistes entre un penode de

almacenamiento de entre 2 y 3 semanas en salmuera, 4,30 y 4,34 % respectivamente éstos fueron

ligeramente menores respecto de aquelios que fueron sometidos a tratamientos mas prolongados (4

y 5 semana) (Tabla 3, Figura 1).

'Y

146




Tabla 2. Analisis de vananza del efecto de la permanencia de los quistes en salmuera sobre el
porcentaje de humedad de los quistes Artemia.

df MS df MS
Effect Effect Error Error F p-level
2 1110,59 12,00 146,95 7,56 0,008

Tabla 3. Test a posterion test a Tukey del efecto de la permanencia de los quistes de Artemia en
salmuera durante distintos penodos de tiempo

Tiempo en semanas
1 2 3 4
a b b C c

Discusion y Conclusiones

Los quistes cosechados en la salina de La Villa eficiencias de eclosion mayores a los estandares ya
que superan largamente los 100.000 quistes por gramo de quistes de Artemia que se comercializan
normalmente aunque un tanto alejados de alcanzar los niveles Premium como los cosechados en el
Gran Lago Salado cuya eficiencia de eclosion llega hasta los 270 000 nauplio por gramo (Lavens y
Sorgeloos, 1996). Por ofra parte los porcentajes de humedad aicanzados por los tratamientos fueron
eficientes, es decir, los niveles de agua fueron menores la 10%, excepto en aquelles cuyo periodo de
almacenamiento en salmuera fue de solo 1 semana De esta manera se aconseja mantener los
quistes entre 2 y 3 semanas en salmuera post-cosecha lo que significa que eflos permaneceran un
periodo relativamente corlo de tiempo previo a su envasado y comercializacion. Del mismo modo,
aungue los porcentajes de eclosion de las muestras fueron relativamente bajos comparados a i0s
estandares de calidad se mantiene la tendencia de que a menores porcentajes de humedad los

porcentajes de eclosion de las larvas son mayores

L
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MATERIAL Y METODOS

Ejemplares de Artemia de dos localidades de Chile fueron utilizados para aislar DNA. En la
Tabla | se presentan las especies, localidades y coordenadas geograticas de los ejemplares
de Artemia utilizados. Los individuos fueron lavados con abundante agua destilada para
¢liminar restos de agua salada y secados en papel filtro. Posteriormente fucron homogenizados
individualmente en un tubo eppendorf utihizando una bagueta de vidrio estéril en 20ul
solucion de Chelex- 100 (Biorad, Bélgica) al 3%. Se aislo también DNA a partir de quistes de
Anemia de ambas localidades los que fueron hidratados durante 2h en agua doble destilada
esteril previo a la homogenizacion. Las muestras fucron incubados a 60°C durante 30 min con
intermitentes vorteos cada 10 min, seguidos por incubacion a 100°C durante 8 min. Luego de
centrifugar (14.000rpm x 5 min) el DNA sobrenadante fue colectado v utilizado directamenie

para los analisis de RFLP

l[abla 1: Lista de especies. locolidades y coordenadas de ¢jamplares de Artemia utilizados

Especie Piis Localidad Coordenadas
A. franciscana Chile Cahuil AT S TP 010 W
A. persimilis  Chile Laguna Amarga 30°29°8: 737 45°W

l.a reaccion en cadena de la polimeraza {(PCR) fue realizada en un termociclador marca
Thermo modelo Px2. Las reacciones fueron realizadas en un volumen final de 23ul que
contenian entre 50 y 100 ng de DNA. buffer PCR 10x (Invitrogen), 0.1mM de ANTP's, 2mm
de Cloruro de Magnesio, 1U de tag (Invitrogen) ¥ 0.5 pM de los pamers HSP26fw 5°GGA-
GAA-GAA-TGA-TGA-GAA-G-3" y HSP26r 5° TCT-CTT-TGG-ACG-TGT-CCA-TAT-TC-
3". Los primers han sido previamente utilizados para amplificar parte del exon del gen HSP26
de 217bp (Qiu et al 2006). Las condiciones del ciclo térmico fucron: | ciclo a 94°C por 2
min, 35 cici;)s de Imin 15s a 94°C, 1 min 30s a 533°C, 30 seg a 72°C vy una extension final a
727 durante 4 min. Los productos PCR fueron visualizados por clectroforesis de geles de
agarosa (1%) teflidos con SybrGreen (Invitrogen). Los productos PCR exitosamente
amplificados fueron digeridos con 4 enzimas de restriccion de acuerdoe a las instrucciones de
los fabricantes (Fermentas) (Tabla 2) en un volumen de final de 25 pl utilizando 10 pl de

productos amplificados, SUI de enzima por reaccion, buffer 10X y agua doble destilada. Los
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productos fucron separados clectroforéticamente en geles de agarosa (2%) en 0.5X bufer TBE.
Los geles fueron teitidos con Sybr Green (Invitrogen). los fragmentos generados visualizados

mediante un transilumiunador v fotogratiados para su posterior andlisis.

Tabla 2: Nomina de enzimas de restriccion v sus secuencias de reconocimiento.

Enzima Secuencia de reconcimiento
Alu | SAGTCTY
AITC "G AN
T
ot FGOACCY
Bl 30 C T GG
A
&l
FGATCY
Dpet | ¥.C T°A G-
CH:
Tas | V-"AATT-Y
F-TTAA-S
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RESULTADOS

DNA de Artemiu franciscana ¥ A. persimilis fue exitosamente aislado tanto de ejemplares
adultos como de quiste con la resina Chelex. Los partidores Hsp26 amplificaron el
fragmento del gen de la proteina chaperona (Figura 2) generando un fragmento de 217 bp

(Fig. 1),

217 bp

217 bp

Figura 1. Anahsis electroforetica de productos PCR del exon que codifica para la chaperona Hsp26 en gel de
agarosa al 1%. M- marcador de peso molecular [00bp. A. Camil de | al 1B A franciscuna de la
localidad de Cahuil; B. Canil | al 18 4 persimilis de la localidad de Laguna Amarga,

l.as enzimas Alu I y Tas | digirieron exitosamente el fragmento del gen de la proteina
chaperona amplificado a traves de la PCR en ambas especies, mientras que la enzima
Ecod7 | solo actuo exitosamente en A franciscana sin visuahzarse fragmentos de core en
A. persimilis. En tanto la enzima Dpn | generd fragmentos en ninguna de las 2 especies
estudiadas (Fig. 3).

En la figura 2 se observa ¢l registro clectroforético del fragmento digerido con la enzima
Tas | para ambas especics de Anemia. A. persilmilis genero 2 fragmentos visibles de 144 ¥

112 bp, mientras que A. franciscana gencro solo un fragmento de menor tamario de 104 bp.
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Figura 3: Analisis electroforético de productos PCR del exon que codifica pama ta chaperona Hsplé en gel de
agarosa al 1% digerido en la enzimas Dpn |. M= marcador de peso molecular 100bp. Carmil | y 5.
Control producto PCR de 4. fronciscana sin enzima de restniccion. Carril 2-5: Producto PCR de 4
franciscana digerida con la enzima de restnccion. Cammil 6 y 11. Control producto PCR de 4
persimifis  sin enzima de restriccion Caml 7-10. Producio PCR de 4. persimifis digerida con 13
enzima de restriccion.

104 bp

Figura 2: Analisis electroforético de Figura 1: Analisis electroforgtico de productos PCR del exon que
codifica para fa chaperona Hsp26 en gel de agarosa al 2% digerido con la enzima de restriccion Tas
] M= marcador de peso molecular 100bp. Carril I Control de producto PCR de 4, persimilis
sin la enzima de restriccidon {217 bp), Carril 2-10: producto PCR de 4. persimilis digerida con la
enzima de restriccion: Carril f1: Contol de producto PCR de 4 franciccona sin la enzima de
restmiccion (217bp). Carril 12-2¢: producto PCR de 4 framcescana digerida con la enzima de
restnceion
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I.a enzima Alu | generé 2 fragmentos de 144 y 100 bp en A. franciscana en tanto que el
fragmento del gen de la chaperona amplificade no generd [ragmentos digeridos para al
especic hermana 4. persimilis. Por otra parte la enzima Ecod7 | Detecto y tipifico
claramente ambas cspc::i-.': A. [ranciscana con solo un fragmento visible (58 bp) y A.
persimilis con 2 fragmentos algo mas pequenios (144 v 104 bp).

La Tabla 3 presenta un resumen de los resultados en los que se detallan las enzimas y

¢cspecics estudiadas con sus respectivos nimero y tamaiio de fragmentos.

st
100 bp P
100bp

Frgura 3: Analisis electroforético de producios PCR del exon que codifica para la chaperona Hsp26 en gel de
agarosa al 2% digerido con las enzimas de restriceion Alu Iy Ecod7 .
M= marcador de peso maolecular 100bp. Carril /: Control de producto PCR de 4 fronciscana sin
cnzima de resriccion (fragmento 21 7bp). Carrdd 2-5: producto PCR de A, franciscana digenda con
la enzima de restriccion Alu; Carrid 6: Control de producto PCR de 4. persimilis sin enzima de
restriceion { fragmento 217bp). Carrdf 7-10: producio PCR de 4 persimelis digerida con la enzima de
restriccion Alu [0 Currdd 1] Control de producto PCR de A framciscana sin enzima de restriccion
(fragmento 217), Carrd 12-15. producto PCR de A jfrunciscanu digerida con la enzima de
restniccion bEcod7 1, Carrif 16: Control de producto PCR de 4 persimilis sin enzima de restrigcion
(217bp). Carrd 16-20: producto PCR de 4 persimudis digerida con la enzima de restriccion Feod7 L
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Tabla 3: Resumen del patron electroforético de RFLP de A franciscana ¥ A. persimilis

A. franciscana (n =20) 1, persimilis (n =20)
Enzima Numero Tamafio Numero Tamafio

de Fragmentos (bp) de Fragmentos {bp}

Alu | 2 144 ] -

100
Eco Ecod7 | | 158 2 14 G

160

Dpn ] 0 - 0 3
Tas ] 104 2 144
112

DISCUSION

Las sHSP (small heat schok proteins) son una conservada familia de las proteinas que se
encuentran practicamente en todos los organismos. Son denominadas chaperonas
moleculares formando largos complejos oligomenicos (= 500 kDa). Estas chaperonas
constituven la primera linea de defensa o resistencia contra el stress por calor u oxidativo
protegiendo a las células de la denaturacion de las proteinas. Particularmente Artemia se
caracleriza por habitar ambientes extremos en términos de salinidad y temperatura gque
afectan significativamente su sobrevivencia (Vanhaecke et al 1984). Estos ambientes que
incluven salinidad hasta 300 ppm. baja concentracion de oxigeno, altitudes que superan los
4.500m y temperaturas que pueden alcanzar hasta los 34°C (Trantaphyllidis et al. 1994).
l.a reproduccion a través de gastrulas enquistadas (quistes) le permiten sobrevivir durante
afios bajo condiciones de anoxia debido a que mantienen ATP vy GTP para asi cubnr las
necesidades bajo estas condiciones extremas ( Warner & Clegg 2001).

Se¢ han descrito una gran variedad de reacciones de amplificacion en cadena de la
polimerasa (PCR) para detectar y tipificar Ariemia mediante un fragmento de 1500 bp de
rDNA mitocondrial (Bossier et al 2004) con el fin de autentificar las especies y el origen de
ellas. Sin embargo. aungue las poblaciones analizadas fueron agrupadas en 5 especies
(A.franciscana, A. persimilis, A. sinica. A salina v A. parthenogenetica) se observd que
existe una gran diversidad genética dentro de cada especie . En este trabajo se comparan
dos especies de Artemia a través de RFLP para detectar y tipificar ambas especies. Los
patrones de restriccion difirieron entre ambas especies, especialmente ¢l generado por la

enzima Eco47 | y Tas I, lo que nos permitira utilizar esta herramienta molecular con el fin
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