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RESUMEN

El analisis de la microestructura de otolitos, ha resultado ser una herramienta
importante en los estudios de estados tempranos de peces, ya que manifiestan como el
crecimiento larval es afectado por factores ecologicos y oceanograficos. Las marcas
grabadas en los otolitos registran la historia de vida de los peces, revelando el proceso que
sucede entre las larvas recién eclosionadas y el asentamiento de las mismas. Estos
microincrementos diarios determinan la edad de los individuos y proporcionan interesantes
puntos de vista en cuanto a la influencia de los patrones de desove, eclosion y tasas de
crecimiento larvales, y del asentamiento y sobrevivencia en las fases bentonicas de los
peces. El principal objetivo de este estudio es establecer la variabilidad temporal de la tasa
de crecimiento de las larvas de Helcogrammoides chilensis, en la bahia El Quisco (33°24°S,

71°43°W) entre fines de invierno y principios de primavera del 2010

Se llevaron a cabo 3 muestreos entre septiembre y octubre de 2010 en la bahia El
Quisco, Chile central, en donde se recolectaron muestras de ictioplancton mediante una red
bongo. De las muestras obtenidas, se separaron las larvas del trombollito de tres aletas,
Helcogrammoides chilensis, para ser medidas y fotografiadas bajo una lupa
esteromicroscopica. Se extrajeron los otolitos y bajo un microscopio electronico, se les
analizo la microestructura para establecer relaciones morfométricas en funcion de la
longitud larval (LL), y conjuntamente se realizaron conteos de los microincrementos para
estimar las tasas de crecimiento por muestreo y poblacional, indice de condicién (ROGI),

retrocalculos de la edad, fechas de eclosion y patrones de eclosion lunar.

xviil



Las larvas H. chilensis presentaron altas abundancias en la zona y durante el periodo
de estudio (prom + desviacion estandar: 202,78 + 440,38 individuos 1000 m'3), con alta
variabilidad en el tamafio (prom + desviacion estandar: 6,45 + 2,45 mm), la que presentd
diferencias significativas entre los 3 muestreos. La morfologia de sus otolitos (area,
perimetro y radio) presentaron relaciones significativas y positivas en funcion de la
longitud larval. Los grosores de los microincrementos variaron entre 0,6 y 2,0 um (prom +
desviacion estandar: 1,3 = 0,2 um). Las edades observadas variaron desde 1 a 57 dias y su
tasa poblacional de crecimiento poblacional para la época de estudio fue de 0,15 mm dia™
(modelo lineal) y a nivel temporal (entre septiembre y octubre) no se observaron
diferencias significativas, ni tampoco se observaron diferencias significativas en la
condicion larval poblacional entre los muestreos. La eclosion resultd preferentemente en
luna nueva, aunque se observo eclosiones en luna cuarto creciente y cuarto menguante,

destacandose un patréon semi-lunar de eclosion.

(Por qué no existen diferencias significativas en las tasas de crecimiento, tamafios
de eclosion y condicion de las larvas de H. chilensis en el estudio? Dentro de las
alternativas que podrian explicar esta situacion, la principal es que hay factores extrinsecos
y denso-independientes que estan regulando la poblacion (e.g. parasitismo, asociacion de la
eclosion con patrones semi-lunares). Un patron semi-lunar confiere a H. chilensis ciertas
ventajas, generadas por eclosiones en luna cuarto creciente, luna cuarto menguante y un
maximo en luna nueva, como el aumento en la dispersion larval, y aumento del cuidado

parental, adicionado a una disminucién de la depredacion y de la competencia por alimento.

X1X



1. INTRODUCCION

Durante varias décadas ha existido la interrogante sobre los factores que determinan
la estructura espacial y temporal de poblaciones de peces en la zona costera, debido a la
complejidad de sus ciclos de vida. Es por esta razén que muchos estudios tienen como
objetivo, describir los procesos que actian sobre los estados larvales en la columna de agua,
ya que éstos influirdn en el pre-reclutamiento; es decir, afectardn el suministro de
individuos que deben crecer, desarrollarse y sobrevivir a estos estadios tempranos antes de
alcanzar un estado reproductivamente maduro, para finalmente ingresar y renovar la
poblacion adulta (Raventés & Macpherson 2001, Hernandez-Miranda et al. 2009,

Sponaugle 2010, Sogard 2011).

Alrededor de un 90% de los peces poseen una historia de vida compleja, la que
incluye una larva planctonica (que refleja una fase dispersiva, Hernandez-Miranda et al.
2003) y un juvenil benténico (Vigliola & Meekan 2002). Durante este periodo de
desarrollo las larvas deben pasar cierto tiempo en la columna de agua antes de llegar a un
estado competente y asentarse, lo que se define como duracion pelagica larval (DPL) (Kohn

& Clements 2011).

La DPL esté directamente relacionada con las tasas de crecimiento larvales (Suthers
1998, Bergenius et al. 2005), ya que el proceso de crecimiento refleja la interaccion
fisiologica de los individuos con los factores fisicos y bioldgicos, los cuales podran influir

de manera directa o indirecta sobre las tasas de crecimiento (Bergenius et al. 2005). Es asi
1



como aquellas larvas que crecen mas lento (i.e. menores tasas de crecimiento) estaran mas
tiempo en el ambiente peldgico, y en consecuencia estardn mds expuestas a factores
bioldgicos (e.g. depredacion, disponibilidad de alimento) y a factores ambientales (e.g.
corrientes, barreras oceanograficas, cambios de temperatura y/o salinidad) que podrian
afectar tanto la sobrevivencia como la dispersion larval (Kohn & Clements 2011). Por lo
tanto, si ademas las larvas son transportadas lejos de los habitats adecuados, se puede llegar
a un periodo critico en el momento del asentamiento desde el plancton al bentos (Marliave
1986), el que afectaria no solo el reclutamiento sino también la poblacion juvenil y por

consiguiente a la poblacion adulta (Sponaugle 2010).

El estado de condicion larval es también un factor clave en la sobrevivencia de los
estadios tempranos de peces. Una de las causas principales de mortalidad estd en la
alimentacion suboptima o limitada, la que afecta directamente el crecimiento e interrumpe
la formacioén de anillos de crecimiento, y se transforma en un punto de quiebre en éxito del
desarrollo temprano (Suthers 1998, Aguilera et al. 2009). Es por esta razén que la
condicioén larval resulta variable en el tiempo y en el espacio, y se convierte de esta manera
en una herramienta que evalua el efecto de las condiciones ambientales y estresantes en las

larvas (Suthers 1998).

Otro factor importante a considerar que influye en la sobrevivencia de los estadios
tempranos de peces, es la relacion que existe entre el desove, la eclosion y el asentamiento
y los regimenes mareales y ciclos lunares. En este sentido, algunos estudios postulan que
las especies que desovan huevos bentonicos podrian estar relacionadas con ciclos semi-

lunares de desove (Robertson et al. 1990, Sponaugle & Cowen 1994, Plaza et al. 2003), y
2



aquellas especies que desovan huevos planctonicos, con ciclos mensuales o asincronicos

(Sponaugle & Cowen 1994, Plaza et al. 2003).

El que distintas especies marinas, presenten sus actividades reproductivas asociadas
a ciclos lunares seria explicado por diversas hipotesis que muestran el efecto que las
condiciones ambientales relacionadas al ciclo lunar generan en el éxito reproductivo y se
enfocan principalmente en la sobrevivencia de la descendencia (huevos planctonicos)

(Robertson et al. 1990). Estas se dividen en dos tipos:

1.1.- Biologia de las larvas
1.1.1.- Control mareal de la dispersion

La primera de las hipotesis esta relacionada con la dispersion de las larvas
plancténicas, en la que la dispersiéon aumenta cuando aumenta la amplitud mareal. Por
ende, los ciclos lunares de desove seran mejor desarrollados y correlacionados con los
regimenes mareales en especies que ubican sus nidos en habitats superficiales; ademas las
mayores eclosiones deberian ocurrir durante la fase lunar, en las cuales las mareas
dispersivas y las eclosiones larvales coincidan. Las méaximas eclosiones y la cantidad de
desoves durante un ciclo lunar de desove deberian seguir los cambios estacionales en el
calendario lunar y tamafios de la serie de mareas adecuadas. Los ciclos de desove de una
especie individual deberian variar en relacion a la variacion geografica en el régimen

mareal.



1.1.2.- Control de la dispersion por la luz de la luna

Las eclosiones deberian ser maximas durante las fases lunares cuando la luz de la
luna es maxima durante los periodos de eclosion nocturnos, generando ciclos de desove

unimodales.

1.1.3.- Sobresaturacion de depredadores sobre las crias

La sincronizacién de la eclosion de varias especies, sobresaturan a los depredadores
con larvas planctonicas. Para que esta hipdtesis se cumpla, debe haber baja dispersion,

ciclos de desove unimodales y pronunciada sincronia interespecifica en el mismo sitio.

1.1.4.- Seguimiento de alimento para crias

Los ciclos de desove coinciden con aquellos de invertebrados, cuya descendencia
genera alimento para las larvas de peces. Para esto, diferentes especies en el mismo sitio

deben tener ciclos de eclosion con forma similar y en el mismo tiempo.

1.1.5.- Reduccioén en la competencia larval

Las cohortes larvales que estén espaciadas temporalmente, reducen la competencia
por el alimento entre ellas. Para esto, las cohortes deben ser generadas en forma discreta y

uniforme en el tiempo, con baja dispersion y ciclos de desove semilunares o con periodos



mas cortos de desove. Ciclos de desoves de alta frecuencia deben ser sincronicos entre

distintas poblaciones locales en el mismo sitio.

1.1.6.- Vinculacion con el asentamiento

Se enfoca en el final de la vida larval. Propone que los patrones de la produccion
larval representan adaptaciones para maximizar el asentamiento de los juveniles
plancténicos. Si las larvas presentan periodos de desarrollo fijos, y optan por fases lunares
para el asentamiento, entonces habra una seleccion del tiempo en el que las larvas son
liberadas para que la mayoria llegue a ser competente para asentarse al momento
seleccionado. En este caso, los ciclos de desove lunares deben ocurrir en especies que
tienen edades relativamente fijas de asentamiento y en las cuales el asentamiento es
preferentemente lunar. Los ciclos de desoves lunares pueden estar ausentes en especies
que tienen asentamientos variables en edad que carezcan de periodos designados de
asentamiento. Una sola poblacion deber tener el mismo patron de desove en la misma

estacion todos los afos.

1.2.- Biologia de los adultos
1.2.1.- La luz de la luna afecta la habilidad de desovar o cuidar los huevos

La luz de la luna permite que las hembras desoven cerca del amanecer, cuando los
predadores diurnos de huevos estan ausentes. Para que se cumpla esta hipotesis, los ciclos

deberian ser lunares, unimodales y sincronicos entre especies en el mismo y en otros sitios.



Si la luz de la luna afecta la actividad de desove en el amanecer, el ciclo deberia tener su

maximo entre la luna llena y cuarto menguante.

1.2.2.- Sobresaturacion de depredadores de huevos

Esta hipotesis predice una alta sincronizacion y actividad infrecuente por una
poblacion local. La sincronizacion puede ser lunar con un méaximo en cualquier fase, o
esporadica. La poblacion de depredadores debe ser saturable (i.e. incapaz de alimentarse de
todos los huevos) cuando una poblacioén sincroniza su desove. Los grados de sincronia

deben ser positivos con la fuerza de la presion de los depredadores

1.2.3.- Defensa mejorada

Los desoves deben ser altamente sincronizados y combinados con agregaciones
espaciales de los nidos. El macho central de una colonia desovante debe procurar la menor
pérdida de huevos debido a los depredadores. Los desoves pueden ser esporddicos o

ciclicos en cualquier frecuencia y con maximos en cualquier fase lunar.

1.2.4.- Costo del cuidado

El cuidado parental genera un alto costo, y los machos deberian mostrar el costo que
reduce la sobrevivencia de los huevos. Si la sobrevivencia de los huevos cambia en un

ciclo de desove, deberia ser menor al finalizar el ciclo. La sincronizacion de la poblacion



de aquellas especies que exhiben cuidado parental, puede ser regular o esporadicas. Los
ciclos lunares de desoves son mas comunes en especies con cuidado parental que en las que

no presentan este patron.

1.3.- Ecologia y biologia de la Familia Tripterygiidae

Dentro de las familias de peces costeros que presentan un ciclo de vida con larva
pelagica y juveniles bentonicos, estd la familia Tripterygiidae, cuyos miembros son
conocidos cominmente como trombollitos de 3 aletas. Esta familia, que se caracteriza por
presentar una aleta dorsal tripartita (Pérez 1979, Cancino et al. 2010), se divide en 29
géneros que comprenden 163 especies, presentan una distribucion cosmopolita en zonas
polares, tropicales y templadas (Kohn & Clements 2011). En Chile, esta familia esta
representada por 3 especies, Helcogrammoides chilensis (Cancino 1960) (Figura 1), H.
cunninghami (Smitt, 1898) y H. antarticus (Tomo 1981) (Pérez 1979, Pequefio 1989,
Williams & Springer 2001).  Helcogrammoides chilensis se distribuye entre Iquique
(20°18’ S) y Talcahuano (36°45° S) (Figura 2), en el intermareal rocoso altamente expuesto

(Williams & Springer 2001, Cancino et al. 2010).

Esta especie, al igual que la mayoria de los peces intermareales, realizan extensas
excursiones lejos de las pozas intermareales durante los ciclos de marea alta (con
condiciones mas favorables) con el fin de satisfacer sus necesidades alimentarias (Berrios

& Vargas 2004 fide Gibson 1982), que en el caso de los juveniles de esta especie, de
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habitos carnivoros (Berrios & Vargas 2004, Rojas & Ojeda 2010), corresponde
principalmente a crustdceos de pequefo tamafio (e.g. anfipodos, isopodos y copépodos
harpacticoideos), es decir, presas de alta movilidad, pero con un alto valor energético

(Munoz & Ojeda 1998, Berrios & Vargas 2004).

Fig 1. Helcogrammoides chilensis en estados larvales (pelagicos) en () pre-flexion, (b)

post-flexion y (C) en estado adulto (bentonico). Modificado de Williams & Springer (2000)



En cuanto a su desarrollo y tacticas reproductivas, la familia Tripterygiidae se
caracteriza por depositar sus huevos en una sola capa en la zona submareal, adheridos al
sustrato rocoso, mediante filamentos; durante este periodo, los machos cuidan del territorio
y de los huevos (ademas de proporcionarles agua oxigenada y limpiarlos de detritus) hasta
el momento en que eclosiona una larva planctonica de entre 3-6 mm de longitud, con ojos
pigmentados, un pequefio saco vitelino y la boca abierta (Ruck 1973, Ruck 1980). Pérez
(1979) establecid, especificamente para el estado larval de H. chilensis, las siguientes
caracteristicas diagndsticas: un melanéforo en el margen ventral del abdomen, 1 a 6
melano6foros estrellados en el dorso de la cabeza y 10 midomeros (vértebras) preanales. Las
larvas estan presente durante todo el afio en la Bahia de Valparaiso (Pérez 1979), aunque
entre Las Cruces y El Quisco (Chile central) son mas abundantes en primavera, un periodo
dominado por fuertes eventos fisicos en la columna de agua y en el clima regional (e.g.

inicio de eventos de surgencia) (Hernandez-Miranda et al. 2003).

Hasta la fecha, existe una escasez de informacién con respecto a los estados
tempranos de peces intermareales chilenos, particularmente para la especie H. chilensis
(Pérez 1979, Quijada & Caceres 2000). Por lo tanto, aun faltan estudios que permitan
determinar como los procesos, tanto fisicos como ecologicos, afectan el ciclo de vida de
esta especie, y es de mucha relevancia encontrar una herramienta que permita comprender

esta fase planctonica tan compleja.

El analisis de la microestructura de otolitos, estructuras calcareas que se ubican en
el sistema laberinto de los peces (Hovenkamp 1990) en las que los peces periddicamente se

depositan una serie continua de microincrementos (Campana 1984), ha resultado ser una
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herramienta importante en los estudios de estados tempranos de peces, ya que manifiestan
como el crecimiento larval es afectado por factores ecologicos y oceanograficos, los cuales
podrian gatillar variaciones en las tasas de sobrevivencia, mecanismos de transporte larval,
dindmicas de dispersion y conectividad poblacional, reclutamiento, mortalidad, entre otros

(Fey 2005, Gagliano & McCormick 2007a, Aguilera et al. 2009, Sponaugle 2010).

La historia de vida que se graba en los otolitos de los peces revela el proceso que
sucede entre las larvas recién eclosionadas y el asentamiento de las mismas (Vigliola &
Meekan 2002); y del mismo modo los microincrementos diarios y las marcas de
asentamiento en los otolitos, determinan la edad de los individuos y hacen posible realizar
retrocalculos para estimar fechas de eclosion, los que proporcionan interesantes puntos de
vista en cuanto a la influencia de los patrones de desove, eclosion y tasas de crecimiento
larvales, y del asentamiento y sobrevivencia en las fases bentdnicas de los peces (Campana
1984, Hovenkamp & Witte 1991, Raventds & Macpherson 2001, Vigliola & Meekan 2002,

Aguilera et al. 2009, Buratti & Santos 2010, Sponaugle 2010).

Generalmente, todos los eventos de transicion que afecten a un pez, como por
ejemplo la eclosién o el asentamiento, generaran un cambio en la depositacion en los
otolitos mostrando un registro claro de ese evento, con la excepcion descrita en la especie
Scartichthys viridis, que no presenta marcas definidas en sus otolitos (Hernandez-Miranda
et al. 2009). Esta informacion adicionada a los datos de edad y tamafio son fundamentales

para mejorar el conocimiento de los estadios tempranos de peces (Buratti & Santos 2010).
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Por las razones anteriormente mencionadas, se utilizara el método del analisis de
microestructura de otolitos para establecer los patrones de crecimiento de las larvas de
Helcogrammoides chilensis, capturadas durante fines de invierno y comienzos de

primavera en una bahia somera de Chile central.
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Fig 2. Distribucion de Helcogrammoides chilensis en Chile, entre Iquique (20°18” S) y

Talcahuano (36°45’ S).
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2. HIPOTESIS

De acuerdo a lo establecido por Landaeta & Castro (2006), aquellos peces que
poseen larvas planctonicas utilizan una variedad de tacticas reproductivas dependiendo del
habitat en que viven los adultos; pero muchas de las especies sincronizan sus actividades
reproductivas con procesos fisicos y ambientales para maximizar las posibilidades de
sobrevivencia de los estados tempranos, es decir, los patrones estacionales de reproduccion
podran funcionar como un mecanismo de acoplamiento con condiciones ambientales

favorables (Hernandez-Miranda et al. 2003, Landaeta & Castro 2006).

Bajo esta premisa, y teniendo en cuenta que las hembras de esta especie desovan a
fines de invierno y principio de primavera, existirian entonces, 2 posibles opciones en

cuanto al crecimiento de las larvas de Helcogrammoides chilensis:

Mientras transcurre la temporada reproductiva (i.e. hacia fines de primavera), las
condiciones ambientales son altamente variables (por ejemplo, aumentan la temperatura del
aire y la disponibilidad de alimento en la columna de agua, hay alta variacién en la
direccion e intensidad de los vientos, ingreso de parcelas de agua de baja temperatura
producto de eventos de surgencia), y por lo tanto aquellos individuos que eclosionan en
primavera tendrdn una tasa de crecimiento distinta de aquellos que eclosionaron a fines de

invierno.
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Ho: La tasa de crecimiento de las larvas de Helcogrammoides chilensis varia, a medida
que transcurre la temporada reproductiva y las condiciones ambientales son mas

favorables.

Por el contrario, la tasa de crecimiento puede mantenerse constante a pesar de que
las condiciones ambientales mejoren. En el caso de los desoves parciales que presenta el
género Tripterygiidae (Ruck 1973, 1980), las hembras de H. chilensis, al igual que en
anchoveta Engraulis ringens y la merluza comtin Merluccius gayi podrian desovar huevos
de menor tamafio (y en consecuencia de menor calidad, menores cantidades de vitelo y
acidos grasos, etc.) a medida que avanza la temporada de desove (Llanos-Rivera & Castro
2004, Landaeta & Castro 2012); esto conllevaria que aquellos individuos que eclosionan
inicialmente poseen mayores longitudes larvales que aquellos que eclosionan al final de la
temporada. La tasa de crecimiento es la misma para todos los individuos,

independientemente de la época en que hayan eclosionado.

Hi: La tasa de crecimiento de las larvas de Helcogrammoides chilensis no varia

significativamente a medida que transcurre la temporada reproductiva
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Establecer la variabilidad temporal de la tasa de crecimiento de las larvas del
trombollito de tres aletas, Helcogrammoides chilensis, en la bahia El Quisco (33°24°S,
71°43°W), a medida que transcurre la temporada reproductiva entre fines de invierno y

principios de primavera del 2010.

3.2. Objetivos Especificos

1) Evaluar si el crecimiento somatico de las larvas (longitud larval) se ve reflejado a

través de la morfometria de los otolitos (radio, perimetro y area).

2) Establecer la tasa de crecimiento poblacional para larvas de H. chilensis a partir de
la relacion entre el numero de microincrementos en sus otolitos y la longitud de los
individuos (edad v/s tamafo), y determinar la variabilidad temporal del crecimiento para H.

chilensis.
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3) Estimar el estado de condicion de las larvas de H. chilensis mediante la relacion

entre el crecimiento reciente y el radio de los otolitos.

4) Determinar las fechas de eclosion, mediante un retrocélculo de la edad, y establecer

un potencial patroén de eclosion de acuerdo al ciclo lunar.
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4. METODOLOGIA

4.1. Sitio de estudio

La zona central de Chile, y en particular la zona de estudio, El Quisco (33°24°S,
71°43°W), se caracteriza por presentar una plataforma continental angosta, con un quiebre
que ocurre aproximadamente a 10 millas nduticas desde la costa. Si se considera ademas
las caracteristicas oceanograficas y meteoroldgicas de la zona, éstas muestran un claro
patron estacional, el cual es caracteristico de estas latitudes, y presenta: (1) periodos
intermitentes de surgencia y relajacion entre finales de primavera e inicios de otofo, (2)
altos niveles de estratificacion e intrusion de aguas ocednicas durante el verano y (3) fuertes

tormentas en invierno (Hernandez-Miranda et al. 2003).

4.2. Trabajo en terreno

En la costa central de Chile a aproximadamente 1-2 millas natticas de la zona de la
bahia El Quisco (Figura 3), con profundidades entre 25 y 45 m, se llevaron a cabo 3
muestreos entre septiembre y octubre de 2010, denominadas LACOST (LArvas COSTeras)

1, 2 y 3, respectivamente. Cada muestreo se compuso de una transecta, con 5 a 8 lances,
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ubicadas paralelas a la costa; a bordo de la lancha cientifica “Ilan”, perteneciente a la
Pontificia Universidad Catdlica de Chile, y se obtuvieron muestras de ictioplancton
mediante un arrastre doble oblicuo (a una velocidad de 1 a 2 nudos, desde la superficie
hasta 20 m de profundidad por 15 min) con una red Bongo (60 cm de didmetro de boca y
300 um de apertura de malla) equipada con flujometros TSK, para la estimacion del
volumen de agua filtrada. Las muestras de ictioplancton recolectadas fueron fijadas con

formalina al 4% tamponeada con borato de sodio, y antes de 24 h fueron traspasadas a
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Fig 3. Zona de muestreo en la bahia El Quisco, Chile central
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4.3. Laboratorio

En el Laboratorio de Ictioplancton (LABITI) de la Facultad de Ciencias del Mar y
Recursos Naturales de la Universidad de Valparaiso, las muestras se analizaron bajo una
lupa estereomicroscopica Olympus SZ-61, para separar las larvas de peces e identificarlas
hasta el nivel taxonémico mas bajo posible. En el caso particular de las larvas de
Helcogrammoides chilensis, éstas se identificaron segun Ciechomski (1971) y Pérez
(1979), y que se caracterizan por presentar un melandforo en el margen ventral del
abdomen, 3 melanoforos estrellados en el dorso de la cabeza y 10 midomeros (vértebras)

preanales.

Las larvas de H. chilensis se examinaron bajo una lupa estereomicroscopica
Olympus SZ-61 conectada a una camara Moticam 5000 de 5.0 MPx, con la cual se
fotografiaron, luego se midieron con ayuda del programa Motic Images Plus 2.0, tanto la
altura del cuerpo al nivel de la insercion de la aleta pectoral (AC) como la longitud larval
(LL). La longitud larval (LL) se midi6 de acuerdo al estado de desarrollo en que se
encuentren las larvas; para aquellas larvas en pre-flexion se utilizéd la longitud notocordal
(LN) que corresponde al tamafio entre la punta del hocico y la punta del notocordo, y en el
caso de las larvas en flexion y post-flexion, la longitud estandar (LE) que es medida entre la
punta del hocico y la base de los radios hipurales. Estas medidas realizadas no se
corrigieron por el encogimiento a causa de la fijacion en formalina y preservacion en

etanol.
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Para la extraccion y medicidon de los otolitos se siguid el procedimiento establecido
por Landaeta et al. (2010). Las larvas se colocaron individualmente en un portaobjeto, con
una gota de etanol al 96%, el cual se ubico sobre un filtro de luz polarizada en la lupa, para
facilitar la distincion entre estructuras calcareas y tisulares. A continuacion y con ayuda de
agujas entomoldgicas, se procedid a extraer los otolitos sagitta y lapillus tanto del lado
derecho como izquierdo de la cabeza de las larvas (cuando fue posible), para luego fijarlos

con resina epdxica en el mismo portaobjetos.

Bajo un microscopio Motic BA310 conectado a una cadmara Moticam 2500 de 5
MPx, los otolitos sagitta y lapillus fueron observados, fotografiados y se les realizaron las
siguientes mediciones: 3 veces consecutivas el radio (um), una vez el perimetro (um) y el
area (um?”). Ademas, se midieron los grosores de los microincrementos y la distancia desde

el centro (nucleo) del otolito hasta la marca de eclosion (hatch mark).

4.4. Analisis de datos

4.4.1 Lectura y medicion de microestructura de otolitos

A partir de 189 otolitos extraidos, se contd tres veces el numero de
microincrementos de cada otolito, contando desde una marca oscura y mas gruesa cercana
al nucleo, correspondiente a la marca de eclosion. Aunque no se ha validado la marca de

eclosion en individuos de H. chilensis, recientemente se ha descrito y validado para larvas
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recién eclosionadas de Forsteygion nigripenne (Kohn & Clements 2011). Se asume que
cada microincremento es depositado diariamente, y que su conteo, corresponde a una
medicion de edad. La depositacion diaria de anillos en la especie H. chilensis, ha sido
comprobada recientemente a través de experimentos en laboratorio (Dr. (c) Mansur com.
pers. Pontificia Universidad Catoélica de Chile) y para otras especies de la familia

Tripterygiidae (Forsterygion capito, F. varium, Ruanoho whero, Kohn & Clements 2011).

Una vez que se obtuvieron las tres mediciones, se trabajo con el valor obtenido
cuando éste se repitid en las tres ocasiones; con la moda cuando el valor se repitié sélo dos
veces; o con el promedio cuando los tres valores fueron distintos. Luego se compararon las
lecturas realizadas a partir de los otolitos sagitta derechos e izquierdos y se evalud si
existian diferencias significativas, mediante un test Wilcoxon para datos pareados. Dado
que se no se presentaron diferencias significativas entre los otolitos derechos e izquierdos
(Z=0,374; P =0,71), para las estimaciones de crecimiento, se utilizo el sagitta derecho para
los andlisis de crecimiento y cuando éste no estuvo disponible, se utiliz el sagitta

izquierdo.

4.4.2. Crecimiento somatico

Para establecer si el crecimiento del otolito es un buen indicador del crecimiento
somatico de las larvas, con el software STATISTICA 7 se ajust6 una regresion lineal por

minimos cuadrados entre la longitud larval (LL) (eje X) y el radio promedio (eje Y),
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también se realizd el mismo ajuste entre la longitud larval (eje X) y el perimetro del otolito
(eje Y), y posteriormente se ajustd un modelo potencial entre la longitud larval (eje X) y el
area del otolito (eje Y) (Landaeta & Castro 2006, Landaeta et al. 2010). Ademas se
realizaron comparaciones entre los ajustes de los modelos para los otolitos derecho e

izquierdo mediante un test de pendientes multiples.

4.4.3. Estimacion tasas de crecimiento

La variabilidad del crecimiento de las larvas de H. chilensis por muestreo (Lacost 1,
Lacost 2, Lacost 3) y total, se estimo utilizando s6lo las mediciones de los sagitta derecho,

mediante dos modelos:

4.4.3.1 Modelo lineal

Se estimaron las tasas de crecimiento (m) total y para cada muestreo, mediante una
relacion entre el numero de microincrementos (eje Y) y la longitud larval (eje X) utilizando

una regresion lineal por minimos cuadrados, como se muestra a continuacion:

LtH)=mxt+b
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En donde: L(t) = Longitud de la larva (mm) al tiempo t
m = pendiente, es decir, la tasa de crecimiento integrada (mm dia™)
t = niimero de microincrementos (edad)

b = intercepto, longitud larval (mm) al momento de eclosion

Debido a que la relacion entre longitud larval y tamano del otolito puede ser muy
variable, también se utilizd como medida de tamafio larval, el producto entre la longitud
larval (LL) y la altura del cuerpo al cuadrado (AC?). Luego se aplicaron ajustes lineales
por minimos cuadrados para la relaciéon entre LL x AC”y el namero de microincrementos

del otolito (Hovenkamp & Witte 1991).

Para establecer si es que existen diferencias significativas en las tasas de
crecimiento entre los tres muestreos, se ejecutd una prueba de comparacion de pendientes
multiples, o andlisis de covarianza (ANCOVA); con lo cual se probara si es que las tasas de
crecimiento recién calculadas son iguales o diferentes entre ellas (Zar 1999). En el caso de
que el analisis de covarianzas concluya que las pendientes no son iguales, se utiliz6 un
procedimiento de comparacion multiple, para determinar qué pendientes son diferentes de
las otras, mediante el test de Tukey. De caso contrario, se realizd una comparacion de las
elevaciones de los ajustes lineales, de acuerdo a lo establecido por Zar (1999), para

establecer si es que los interceptos son significativamente diferentes o no.
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Una vez calculadas las tasas de crecimiento, se realizé una clave longitud-edad, a
partir de la cual se estim¢ la edad de cada uno de los individuos muestreados de acuerdo a

su tamano.

4.4.3.2 Modelo de Laird-Gompertz

Se aplico el modelo no lineal de Laird-Gompertz, a través del software PAST 2.12,
a los datos de edad y longitud larval, y se grafico la curva sigmoide resultante. A partir del

modelo, se estimo la tasa de crecimiento, como se muestra a continuacion:

LL = LL_e K="

En donde: LL = longitud larval a cualquier tiempo t
LL., = longitud asintotica = LL,e*
g = tasa instantanea de crecimiento cuando t =t
K = parametro adimensional
LLy = Longitud cuando t =0

to = tiempo en el cual la tasa de crecimiento absoluto comienza a disminuir, o

punto de inflexion de la curva
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Tomando como referencia el modelo propuesto, se estim6 ademas la tasa de

crecimiento instantanea, como se muestra:

Ti,= LL,-LL,,
Edad, — Edad ,_;

En donde: Ti, = Tasa instantanea de crecimiento

LL,= Longitud larval para la edad n

LL,.; = Longitud larval para la edad anterior

Edad, = Edad estimada por el modelo

Edad,.; = Edad anterior, estimada por el modelo

Y finalmente se grafico la tasa instantanea de crecimiento en funcién de la edad

estimada por el modelo.
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4.4.4. Analisis de crecimiento reciente

Por otro lado, ya que es imposible comparar los anchos de los microincrementos
directamente, debido a que son parcialmente dependientes del tamafio del otolito, se medid
entonces el crecimiento reciente (ROGI) a partir del ancho de los 5 microincrementos
marginales (Hovenkamp & Witte 1991), excluyendo del analisis al ultimo microincremento
el cual se considera parcialmente incompleto o en formacion (Aguilera et al. 2009). El
método para el calculo del ROGI se bas6 en el analisis de los residuos de la relacion entre
el ancho de los 5 microincrementos marginales y el radio del otolito (estas variables seran
transformadas previamente en logaritmo para disminuir la varianza). Debido a que es una
medida de alejamiento de un individuo con respecto a la poblacién, puede ser visto como
un indicador de condicion, por lo tanto si el ancho del incremento es mayor que el
promedio de la poblacidon, entonces los residuos de la regresion son positivos y el
crecimiento de los otolitos es superior a la media; y viceversa (Hovenkamp and Witte 1991,

Aguilera et al. 2009).

A continuacion se realizé un test ANOVA (o Kruskal Wallis en el caso de que los
datos no sean normales) para establecer si es que existen diferencias significativas entre la
condicion de los 3 muestreos, mediante el software STATISTICA 7. En el caso de que si
las existan, entonces se realizo un test Tukey (o tipo Tukey no paramétrico) para determinar

en qué fecha de muestreo se obtuvieron larvas en mejor condicion.
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4.4.5. Retrocalculos de fechas de eclosion

Una vez que se obtuvo la edad de todos los individuos de acuerdo al modelo lineal,
se retrocalculd su fecha de eclosion, de acuerdo a la fecha en que fue muestreado el
individuo. Después se graficaron las abundancias de eclosion en funcion de los dias en que
eclosionaron los huevos, considerando una escala lineal de 365 dias, que corresponde a un

ano.

Luego se calculo la frecuencia de eclosion en funcion de la fecha de eclosion,
considerando un ciclo lunar, es decir, un ciclo de 29 dias. Para esto, se establecio

arbitrariamente el dia 1 como el siguiente dia de una luna nueva (Robertson et al. 1990).

Para establecer si los datos tienen una periodicidad lunar, se utilizd estadistica
circular para el analisis de los datos (Russel & Levitin 1995), mediante el software PAST
2.12.  En este andlisis de regresion periddica, la variable independiente es una
representacion angular del tiempo (deBruyn & Meeuwig 2001). Se calculd el promedio
angular de las fechas de eclosion, que corresponde al porcentaje promedio de actividad de
eclosion en cada dia lunar, y el intervalo de 95% de confianza (Robertson et al. 1990).
Ademas se realizo el test de Rayleigh (Zar 1999) para determinar si es que las
distribuciones de eclosion tuvieron un patrén uniforme dentro del ciclo lunar (Sponaugle &
Cowen 1994), y el test de espaciacion de Rao, que es mas sensible a distribuciones
bimodales y multimodales que otras pruebas, para probar la uniformidad en la distribucién

de los datos (Russell & Levitin 1995).
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No fue necesario realizar una correccion por agrupamiento para los datos en estos

analisis, dado que éste se vuelve insignificante para intervalos menores a 30° (Zar 1999).

Finalmente, para determinar si la eclosion durante diferentes fases del ciclo lunar
tiene un efecto significativo en las tasas de crecimiento individual de las larvas (grosor de
los microincrementos como proxy), se compararon los valores absolutos (grosor) y las tasas
de incremento (grosor dia™) de individuos eclosionados durante las cuatro fases de la luna
(llena, nueva, cuarto creciente, menguante) a través de pruebas no paramétricas (prueba de

Kruskal-Wallis) y de pendiente multiple, respectivamente.
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5.1. Abundancia larval de Helcogrammoides chilensis en El Quisco en

2010

La abundancia de larvas de Helcogrammoides chilensis en la bahia el Quisco vario
entre 3,55 a 2344,44 individuos 1000 m™ durante fines de invierno y comienzos de la
primavera austral del 2010 (promedio + desviacioén estdndar: 202,78 + 440,38 individuos
1000 m™, mediana: 81,01 individuos 1000 m’) (Tabla 1). Se encontraron diferencias
significativas en las abundancias larvales entre los tres cruceros (test Karikal-Wallis, H =
15,11, P <0,001), presentando las mayores abundancias en el segundo crucero (mediana =

231,37 individuos 1000 m™).

5. RESULTADOS

Tabla 1. Abundancias totales de larvas obtenidas en cada muestreo

Abundancia larvas de peces

Abundancia H. chilensis

Crucero Fecha
(ind*1000m™) (ind*1000m™)
Lacost | 02-09-2010 11575,96 502,30
Lacost2  09-09-2010 45625,79 5288,95
Lacost3  04-10-2010 20252,24 1168,53
Total 77454,00 6959,78
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5.2. Estructura de tamanos

Se analizaron 847 larvas de Helcogrammoides chilensis del total de larvas
muestreadas, las cuales presentaron un rango de tamano de 2,88 a 25,67 mm (promedio =+
desviacion estandar: 6,45 + 2,45 mm) y un rango de volumen larval de 0,23 a 1710,25 mm’®

(promedio + desviacién estandar: 10,25 + 60,04 mm®) (Tabla 2).

Las distribuciones de tamafios (Figura 4) fueron comparadas con estadistica no
paramétrica, ya que los datos de longitud no presentaron distribucion normal (test Shapiro-
Wilks, W=0,87; P<0,01), ni tampoco los de volumen (test Shapiro-Wilks, W=0,67;
P<0,01). Como se observa en la figura 4, los valores de longitud larval (LL), presentaron
diferencias significativas entre los tres muestreos (test Kruskal-Wallis, H = 291,84;
P<0,01), y cabe destacar que todos los muestreos fueron diferentes entre si (test Tukey,
P<0,01). Situacion similar ocurrid en el caso del volumen larval, que también present6
diferencias significativas en sus distribuciones por muestreo (test Kruskal-Wallis; H = 293;
P<0,01), y coincidentemente, los tres muestreos fueron diferentes entre si (test Tukey,

P<0,01).

29



Tabla 2. Estadistica descriptiva del tamafio y volumen larval de H. chilensis

Rango tamafio Longitud Desviacion ~ Rango volumen Volumen promedio Desviacion
Crucero n
(mm) promedio (mm) Estandar (mm’) (mm®) Estandar
Lacost1 88 3,04 - 25,67 7,25 3,56 0,23 - 51,82 9,91 9,68
Lacost2 518 2,88 - 19,86 5,41 1,65 0,55 -163,48 4,55 9,37
Lacost3 241 3,11-16,68 8,39 2,09 0,54 - 1710,25 15,09 11,60
Total 847 2,88 - 25,67 6,45 2,45 0,23 -1710.25 8,06 11,11
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Fig 4. Histogramas de frecuencia de distribucion de tamafios para el Lacost 1,2y 3 (a, by

c, respectivamente) y de distribucion de volumen para los 3 muestreos (d, e y f).
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5.3. Morfologia de otolitos

Los otolitos de H. chilensis, tanto de sagitta como de lapillus, observados para
larvas recientemente eclosionadas, eran completamente redondeados, por el contrario los
otolitos de larvas de mayor longitud, presentaron una forma alargada en uno de sus

extremos (Figura 5).

En cuanto a sus tamafios, el drea de los sagitta varid entre 524,2 pm’ y 25440,2 pm’
(promedio + desviacién estandar: 5447,18 + 5207,82 um?), el perimetro entre 82,4 pm y
570,1 um (promedio + desviacion estandar: 240,56 = 107,69 um) y el radio entre 14,76 um
y 100,9 um (promedio + desviacion estandar: 43,98 + 19,6 um). En el caso de los lapilli, el
area varid entre 337,6 pm’ y 7642,8 pm® (promedio + desviacion estandar: 2088,06 +
1589,48 um?), el perimetro entre 12,4 pm y 311,9 um (promedio + desviacion estandar:
154,28 + 56,02 um) y el radio entre 10,47 um y 74,63 um (promedio + desviacion estandar:
32,47 £ 14,29 pm). El radio promedio entre el nicleo y la marca de eclosion varid desde

10,1 pm a 16,9 um (promedio + desviacion estandar: 13,94 £1,31 pm).

En la Tabla 3 se observan los modelos propuestos para el tamafio de los otolitos y la
longitud larval (Figura 6), y dado que todos ellos presentan un alto nivel de significancia, se
demuestra que existe una correspondencia entre el crecimiento de la larva y el crecimiento
de los otolitos, es decir, el crecimiento somatico de la larva se ve reflejado en el
crecimiento de los otolitos. No se observaron diferencias significativas entre los modelos

ajustados para los otolitos sagitta derecho e izquierdo, en cuanto a radio (test de pendientes
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multiples, t=0,12, P<0,05) y perimetro (test de pendientes multiples, t=0,17, P<0,05). La
misma situacion ocurrio con los otolitos lapillus, en que no se observaron diferencias
significativas entre los modelos para los derechos e izquierdos en radio (test de pendientes

multiples, t=0,18, P<0,05) y perimetro (test de pendientes multiples, t=0,19, P<0,05).

Las lecturas de los microincrementos para los sagitta derecho e izquierdo, no
presentaron diferencias significativas (test de Wilcoxon, P = 0,71). Cabe mencionar que
los lapilli fueron excluidos del andlisis de crecimiento debido a que su pequefo tamano

dificulta la lectura.

A pesar de que el grosor de los microincrementos presentd una alta variabilidad, se
pudo observar que éstos aumentaban su ancho a medida que se alejaban de la marca de
eclosion, y llegaban a su maximo en el sector mas exterior del otolito. Todos los otolitos
analizados, presentaron un patrén similar de formacidon de microincrementos. Los grosores
de los microincrementos de los otolitos, variaron entre 0,6 y 2,0 um (promedio +
desviacion estandar: 1,28 + 0,24 um) y estos valores se ajustaron a un modelo lineal, dado
por una pendiente de 0,007 pm dia” y un intercepto de 1,14 pm (R? = 0,845) (Figura 7),
por lo que se puede concluir que los anchos de microincrementos aumentan a medida que

aumenta la edad de la especie.
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Fig 5. Otolito de H. chilensis: (a) Lapillus (Larva 10,864 mm LL) y (b) Sagitta (Larva
9,984 mm LL). Se muestran el nucleo, la marca de eclosion y los anillos de crecimiento en
rojo, la linea amarilla corresponde a la medida entre el nucleo y la marca de eclosion y en

azul la medicion de los ultimos 5 microincrementos.
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Tabla 3. Analisis de regresion lineal del tamafio de los otolitos (radio, perimetro y area) en
funcion de la longitud larval (LL) de Helcogrammoides chilensis. Se muestra el intercepto,
pendiente, error estandar (EE) correspondiente, y los valores de F y P. SI, SD, LI y LD

corresponden a sagitta izquierdo, sagitta derecho, lapillus izquierdo y lapillus derecho,

respectivamente
Intercepto EE Pendiente = EE F P
Radio SIvs LL -20,89 2,10 7,97 0,25 1013,09 <0,01
Radio SD vs LL -22,36 2,34 8,13 0,28 870,24 <0,01
Radio LI vs LL -13,97 2,56 5,24 0,28 357,93 <0,01
Radio LD vs LL -14,66 2,52 5,30 0,28 368,59 <0,01

Perimetro SI vs LL -116,57 11,56 43,80 1,37 1017,20 <0,01

Perimetro SD vs LL -124,69 12,76 44,72 1,50 887,28 <0,01

Perimetro LI vs LL -25,87 12,66 20,39 1,37 222,46 <0,01
Perimetro LD vs LL -19,55 10,34 19,33 1,13 295,21 <0,01
Area SIvs LL -10430,07 732,55 1945,68 87,05 499,59 <0,01
Area SD vs LL -11299,40 806,89  2048,77 94,90 466,04 <0,01
Area LIvs LL -2789,09 390,78 553,67 42,19 172,21 <0,01
Area LD vs LL -2626,07 331,94 52284 36,13 209,38 <0,01
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5.4. Tasas de crecimiento

A partir de las lecturas de los microincrementos de los otolitos, se determin6 que las
edades estimadas corresponden entre 1 y 57 dias, para un rango de longitud larval que vario
entre 3,11 hasta 16,57 mm, respectivamente (n=189). La longitud promedio para aquellas

larvas que presentaron un dia de vida fue 3,556 mm + 0,424mm

El modelo de crecimiento total (Figura 8a), presenté un intercepto de 5,68 mm y
una pendiente de 0,15 mm dia™'. Para el volumen larval en funcion de la edad (Figura 8b),
este modelo exponencial present6 un intercepto de 4,45 mm’ y una tasa de crecimiento de

0,05 mm? dia™".

Los parametros de los modelos lineales ajustados para el crecimiento para H.
chilensis por muestreo (Figura 9), se presentan en la Tabla 4. Los valores de las pendientes
(i.e., tasa de crecimiento) para los tres modelos variaron entre 0,145 y 0,156 mm dia'l, para
el caso de los interceptos (i.e., tamafio de eclosion), estos variaron entre 5,39 y 6,23 mm

(Tabla 4).

Las tres pendientes que fueron calculadas a partir de su respectivo modelo lineal de
crecimiento (por muestreo), no mostraron diferencias significativas (Analisis de Pendientes

Miltiples F =0,8406; P<0,05).
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De acuerdo al modelo de crecimiento Laird-Gompertz, se estimaron los parametros
vde crecimiento, en el que la longitud asintética (LL.) correspondid a 16,591 mm, el valor
dek=1,19, g= 0,036 mm dia™! y la tasa instantanea de crecimiento promedio resulto ser de

0,16 mm dia™', con un intercepto de 5,04 mm (Figura 10).
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Fig 10. Curvas de crecimiento segtin el modelo lineal (rojo) y modelo Gompertz (negro)
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Por otro lado, la tasa instantdnea de crecimiento (Figura 11) varié entre 0,08 y 0,22

mm dia” (promedio + desviacion estandar: 0,16 + 0,05 mm dia™). Se observa que desde el

momento de la eclosion, ocurrid un aumento en la tasa instantanea de crecimiento hasta

llegar al maximo de 0,22 mm dia! entre los 5,5 y los 6,6 dias, pero a partir de este maximo,

la tasa instantdnea de crecimiento comienza a disminuir a medida que transcurre el

desarrollo larval (Figura 11).
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Fig 11. Tasa de crecimiento instantanea en funcion de la edad
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Tabla 4. Analisis de las regresiones lincales de la longitud larval (LL) versus el nimero de microincrementos para cada

muestreo (L1, L2 y L3) y para la poblacion total. Se muestra el intercepto, pendiente, error estdndar (EE) correspondiente, y los

valores de F y P.
Intercepto Pendiente
EE EE F P
(mm) (mm dia '1)
L1 - LL vs microincrementos 5,435 0,332 0,145 0,016 86,480 <0,01
L2 - LL vs microincrementos 5,396 0,160 0,156 0,008 347,84  <0,01
L3 - LL vs microincrementos 6,230 0,206 0,147 0,010 213,79  <0,01
Total - LL vs microincrementos 5,684 0,126 0,152 0,006 594,09 <0,01
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5.5. Estado de condicidén

Los valores del indice de condiciéon (ROGI) variaron entre -0,178 y 0,103,
con un promedio de 0,000 y una mediana de 0,004. Estos valores no se ajustaron a una

distribucion normal (W=0,96; P<0,01).

En una mirada global (Figura 2) los valores de ROGI del Lacost 2 presentaron una
mayor variabilidad y valores mds extremos, pero en los tres muestreos se observa que la
mediana de los individuos estuvo cercana del estimado poblacional, razon por la cual no se
observaron diferencias significativas en los estados de condicién de los 3 muestreos

(Kruskal-Wallis H=2,28, P =0,32).

Para las larvas en pre-flexion (Figura 13a), se observd que aquellas pertenecientes al
Lacost 2 poseen una menor condicion que las larvas de los Lacost 1 y 3, a pesar de mostrar
un mayor rango de datos. Esto no fue suficiente para generar diferencias significativas

entre los tres muestreos (Kruskal-Wallis H = 6,22, P = 0,45).

En el caso de las larvas en post-flexion (Figura 13b) sucedié una situacion diferente,
ya que los tres muestreos presentaron una variabilidad de residuos (ROGI) similar, aunque
la mediana de los residuos del Lacost 2 fue levemente mayor que las de los Lacost 1 y 3.
Aunque de manera similar, los valores no presentaron diferencias significativas en los tres

muestreos (Kruskal-Wallis H= 5,01, P = 0,82).
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5.6. Fechas de eclosién y periodicidad lunar

Al realizar la clave longitud-edad, se pudo observar que la moda en las fechas de
eclosion resulto en el dia 251, es decir, el 8 de Septiembre de 2010 (promedio + desviacion
estandar: 249,21 + 13,40; mediana: 251), con un rango que comienza el dia 23 de julio (dia

204) y finaliza el 3 de octubre (dia 276) (Figura 14).

En cuanto a la distribucion de periodos de eclosion, se puede observar graficamente,
un maximo importante cercano al dia 29 en el ciclo lunar, el que corresponde a la luna
nueva, y dos aumentos importantes en los dias 6 y 22, aproximadamente, que corresponden
a luna cuarto creciente y cuarto menguante (Figura 15). Por lo tanto, y sumado al analisis
de estadistica circular (Figura 16a), el patron de eclosion de H. chilensis no se encontro
uniformemente distribuido en el ciclo lunar (test de Rayleigh r = 0,52; P < 0,001; test de

Rao =347,7; P<0,01).

Esto se puede observar mas en detalle al separar las distribuciones de fecha de
eclosion por muestreo (Figura 16 b-d). Los andlisis de estadistica circular, indican que cada
uno de estos muestreos no se distribuyeron de manera uniforme a lo largo del ciclo lunar.
Para el Lacost 1 con un méximo importante cercano a la luna cuarto menguante (Figura
16a), el valor de r de Rayleigh corresponde a 0,40 (P< 0,001) y el valor de Rao a 249,5 (P<
0,01), en el caso del Lacost 2 con el maximo preponderante cercano a la luna nueva (Figura
16b), r = 0,85 (P< 0,001) y Rao =344,1 (P< 0,01), y finalmente, para el Lacost 3 en la fase
cuarto creciente (Figura 16¢), r = 0,36 (P<0,001) y Rao=312,2 (P<0,01).
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A partir de los analisis de estadistica circular, se calcul6 el promedio angular para
las distribuciones de toda la poblaciéon y de cada muestreo por separado. Para el total de la
poblacion, el dia promedio de eclosion corresponde al dia 28 del ciclo lunar (promedio
angular: dia 28 ; 95%: dia 27 - dia 28) (Figura 17a), para el Lacost 1 el dia promedio de
eclosion corresponde al dia 21 del ciclo lunar (promedio angular: dia 21; 95%: dia 19 — dia
23) (Figura 18b), para el Lacost 2 el dia promedio de eclosion corresponde al dia 28 del
ciclo lunar (promedio angular: dia 28; 95%: dia 27 — dia 28) (Figura 17c) y para el Lacost
3 el dia promedio de eclosion corresponde al dia 8 del ciclo lunar (promedio angular: dia §;

95%: dia 7 — dia 10) (Figura 17d).
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Fig 14. Abundancias de eclosion de H. chilensis a lo largo del ano.

48



400 -

350 1

Frecuencia

50

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29

Dias del ciclo lunar
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Fig 17. Frecuencia de eclosion en el ciclo lunar. En rojo, se muestra la media angular
(linea vertical) y el intervalo de confianza (95%) en horizontal, para (a) todos los

individuos muestreados, (b) Lacost 1, (¢) Lacost 2 y (d) Lacost 3.
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Los grosores de los microincrementos analizados en funcion de la edad larval en
dias no presentaron diferencias significativas (Tabla 5), para los individuos que
eclosionaron en distintas fases lunares (Figura 18). Sin embargo, al realizar trayectorias de
crecimiento, es decir, relaciones lineales entre el grosor de los microincrementos y el
nimero de los microincrementos (Tabla 6), si se observaron diferencias significativas
(F=96,05, P<0,001) para aquellos individuos que eclosionaron en luna nueva, luna llena
(Figura 19a), luna cuarto menguante y luna cuarto creciente (Figura 19b). Los individuos
que presentaron una mayor pendiente (0,014 pm microincremento™) fueron aquellos que

eclosionaron en luna nueva.

Tabla 5. Valores H del test de Kruskal-Wallis para los rangos de edad de H. chilensis y su

respectivo valor P

Edad (dias) H P

1-5 4,95 0,18
6-10 2,52 0,47
11-15 2,71 0,44
16-20 2,14 0,54
21-25 3,01 0,39
26-30 0,64 0,89
31-35 2,46 0,48
36-40 2,68 0,44
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Fig 18. Grosor de los microincrementos de acuerdo a la edad de individuos que

eclosionaron en distintas fases lunares para la especie H. chilensis.

Tabla 6. Analisis de regresiones lineales de las trayectorias larvales de acuerdo a cada fase
lunar. El intercepto corresponde al ancho inicial del microincremento (um) y la pendiente a
la tasa de crecimiento de los microincrementos estimada por los modelos (um

microincremento™). EE = error estandar.

Intercepto Pendiente (um
EE . EE F P
(um) microincremento )
Luna nueva 1,04 0,037 0,015 0,0015 91,67 <0,01
Luna llena 0,98 0,025 0,012 0,0009 174,96 <0,01
Luna cuarto
‘ 1,14 0,026 0,010 0,0011 87,56 <0,01
creciente
Luna cuarto
1,12 0,032 0,009 0,0011 60,05 <0,01
menguante
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Fig 19. Trayectorias de crecimiento individual y valores promedio del grosor de cada
microincremento para individuos que eclosionaron en (a) luna nueva (negra) y luna llena

(rojo) y (b) luna cuarto menguante (rojo) y cuarto creciente (negro).
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Por otro lado, durante el analisis se observd que algunas larvas de H. chilensis
estaban parasitadas con copépodos ectoparasitos de la familia Pennellidae
(correspondientes a estadios Chalimus I a IV), fijados a la parte ventral del estomago
(Figura 19). El rango de prevalencia parasitaria vario entre 2,67% y 21,41%, y la
intensidad parasitaria fue de entre 1 y 4 parasitos. En el Anexo I se incluye el andlisis
particular del efecto de los parasitos Pennellidae en las tasas de crecimiento y condicion de

las larvas de H. chilensis, a la forma de un manuscrito cientifico.

Y|

Fig 20. Esquema de larva de H. chilensis de 10,1 mm de longitud larval, parasitada con 2

ectoparasitos de la familia Pennellidae en el estomago.
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6. DISCUSION

Las larvas del trombollito de tres aletas, Helcogrammoides chilensis presentaron
alta variabilidad en términos de longitud, con un rango desde los 2,88 mm a los 25,67 mm
(promedio + desviacion estandar: 6,45 + 2,45 mm). Las edades observadas variaron desde
1 a 57 dias y las tasas de crecimiento estimadas para los 3 muestreos, no presentaron
diferencias significativas, por lo tanto la tasa poblacional de crecimiento para el periodo y
zona de estudio fue de 0,15 mm dia” (modelo lineal) y 0,16 mm dia” (modelo Gompertz).
Del mismo modo, la condicién larval, medida a través del ROGI, no present6 diferencias
significativas entre los 3 muestreos; tampoco se observaron diferencias significativas
cuando las larvas fueron separadas entre pre y post-flexion. La eclosion resultd
preferentemente en luna nueva (dia 28), aunque se observé una alta frecuencia de eclosion
también en luna cuarto creciente y cuarto menguante, y por lo tanto esta especie presentaria
un patréon semi-lunar de eclosion. Finalmente, los grosores de los microincrementos
variaron entre 0,6 y 2,0 um (promedio + desviacion estandar: 1,28 + 0,24 um) y se observo
que la trayectoria de crecimiento de los microincrementos fue mas rapida para los

T . . . -1
individuos eclosionados en luna nueva (0,014 pm microincremento™).

La larva de H. chilensis mas pequena observada en este estudio, presentd ojos
pigmentados con un pequeio saco vitelino y midié 2,88 mm de LL, de menor tamafio al
recolectado por Pérez (1979) para esta misma especie en la bahia de Valparaiso (4,81 mm),

y también es menor comparado con otras especies de la misma familia: Forsterygion capito
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4,90 mm (Ruck 1973), F. varium 5,85 mm (Ruck 1980), Ruanoho decemdigitatus 5,03 mm
(Ruck 1980) y Blennius tripennis 5,72 mm (Ruck 1980), pero valores similares fueron
encontrados en Argentina para la especie H. cunninghami, en donde el rango vari6 desde 3
a 27 mm (Ciechomski 1975). Los tamanos de eclosion, estimados por el modelo lineal, no
presentaron diferencias significativas entre los muestreos, probablemente dado por la alta

variabilidad en el tamafio de eclosion estimados en el estudio (rango: 5,39- 6,23 mm).

En cuanto al crecimiento, H. chilensis resultd poseer una tasa poblacional de
crecimiento lenta (0,15 mm dia” de acuerdo al modelo lineal y 0,16 mm dia™ segin el
modelo Gompertz), una tasa menor que aquella calculada para juveniles de la misma
especie (0,18 mm dia”', Plaza et al. en revision), a pesar de que el tamafio de eclosion
estimado para los individuos recolectados en Las Cruces por estos autores, fue mayor
(10,27 mm) del estimado para los individuos de El Quisco (5,684 mm). Del mismo modo,
otras especies de aguas chilenas con larvas pelagicas presentan tasas de crecimiento bajas,
como ¢l mote o camotillo Normanichthys crockeri (0,15-0,20 mm dia”!, Landaeta et al.
2010), la cabrilla Sebastes oculatus (0,15 mm dia”, Landaeta & Castro 2006) y el pez
linterna Maurolicus parvipinnis, (0,136 mm dia”, Landaeta et al. 2012), diferenciandose
completamente de especies de vida pelagica con crecimiento rapido como la anchoveta
Engraulis ringens (0,47 mm dia”', Hernandez & Castro 2000), la sardina Sardinops sagax
(0,40-0,66 mm dia”, Castillo et al. 1985) y la sardina fueguina Sprattus fuegensis (0,448

mm dia”, Landaeta et al. 2012).

Dentro del estudio, se observaron larvas de H. chilensis con un maximo de 57 dias,

lo que refleja que el DPL de esta especie, resulta de al menos 2 meses. Esta situacion se
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corresponde a lo registrado hasta el momento para distintas especies de esta familia
estudiadas en Nueva Zelanda: Forsterygion varium (65 + 2,32 dias), F. capito (74,33 +
2,48 dias), Ruanoho whero (63,92 + 1,71 dias) (Kohn & Clements 2011) y F. lapillum (=50
dias) (Smith & Shima 2011). Dado que estas especies fueron estudiadas en latitudes altas
(zonas cercanas a Nueva Zelanda), al igual que el caso de lo que ocurre con H. chilensis, es
que estas especies tienen un mayor DPL en comparacidn con otras especies de tripterigidos
estudiadas en zonas tropicales con temperaturas del mar mas altas (e.g. mar Mediterraneo),
las que presentan DPL mas cortas (entre 14 y 30 dias), como Trypterygion tripteronutus (17
+ 1,4 dias) (Raventos & Macpherson 2001). Esto se deberia a la correlacion negativa entre
la temperatura y la DPL (Raventos & Mcpherson 2001, Kohn & Clements 2011). La DPL
no solo estaria relacionada con la temperatura, ya que ciertos estudios revelan que podria
existir una relacion entre la dispersion larval y la DPL (Sponaugle 2010), aunque esta
relacion seria bastante débil (r2 =0,07; Kohn & Clements 2011). Ademas, la distribucion
espacial y la distancias de las larvas a las zonas de asentamiento también podria generar un
efecto en la DPL, ya que ciertas especies con DPL cortos se encontrarian mas cercanos a la
costa que las larvas que tienen DPL mas largos, las cuales se ubicarian mar afuera

(Raventés & Macpherson 2001).

El andlisis de los ultimos 5 microincrementos tiene un excelente potencial como
indice de crecimiento, ya que puede estimar tasas de crecimiento reciente, indicar si es que
la condicion de la larva ha aumentado o disminuido en funcién de su alimentaciéon o
procesos favorables o estresantes en la columna de agua (Fey 2005, Aguilera et al. 2009).

En estudios realizados con M. parvipinnis y S. fuegensis en la Patagonia de Chile, el indice
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de condicion (ROGI) de la primera especie estuvo positivamente correlacionada con la
salinidad y se encontré una relacion significativa y lineal entre ambas variables, pero el
ROGI de la segunda especie no estuvo correlacionada con la salinidad del agua de mar e
inclusive el andlisis de regresion lineal mostrd que la pendiente de esta relacion no era
distinto de cero (Landacta et al. 2012); este hecho demuestra que este analisis no es
necesariamente adecuado para todas las especies, y en el caso de H. chilensis, podria no
reflejar al 100% la condicion individual de las larvas, ya que estarian enmascaradas en la
alta variabilidad de longitudes y en el corto periodo de estudio. Ademas, se debe
considerar que esta técnica es mas fidedigna cuanto los microincrementos son de al menos
3 y 6 um (Suthers 1998), lo cual puede ser una razon por la cual no se hayan encontrado
diferencias significativas entre los muestreos, ya que en todos los casos el valor maximo de

microincrementos medido result6 ser 2,0 um.

Existen cuatro potenciales explicaciones para la falta de diferencias significativas en
los tamafios de eclosion, las tasas de crecimiento y la condicion larval (entre septiembre y

octubre):

La primera alternativa estaria revelando la presencia de una homogeneidad en la
dindmica de los estadios tempranos en la zona y durante el periodo de estudio. Esto
implica que durante la ontogenia, esta especie es capaz de mantener estable su crecimiento,
a pesar de las variaciones en las condiciones ambientales. Aunque alternativamente,
también puede haber una heterogeneidad tan grande que los analisis estadisticos no son

capaces de discernir entre ellos.
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En segundo lugar, y dado que tampoco se observaron variaciones en los tamafios de
eclosion, entonces no habria evidencias de una variabilidad en las posturas de huevos a una
escala temporal de semanas, indicando que para este corto periodo y en la zona de estudio,
no habria un efecto parental mayor. Aunque tal como se ha demostrado el efecto parental
en otras especies (e.g. Pomacentrus amboinensis, Gagliano & McCormick 2007b;
Engraulis ringens, Llanos-Rivera & Castro 2004; Merluccius gayi, Landaeta & Castro
2012), este estudio no permite concluir que no exista un efecto parental a largo plazo, ya
que algunas especies de peces pelagicos y demersales han demostrado reducir el tamafo y
la calidad de sus huevos mientras transcurre la temporada reproductiva (Llanos-Rivera &
Castro 2004), y mas aun, considerando que los adultos de H. chilensis depositan huevos
sobre el submareal durante todo el afio (Pérez 1979), seria esperable que en un plazo mas
largo de estudio, si existiese una variacion en el tamafio de los huevos o una disminucion de

la calidad de los mismos.

Por otro lado, estudios demuestran cémo los factores fisicos se relacionan con
factores biologicos para afectar, de manera directa o indirecta, el crecimiento de distintas
especies, incluso a nivel ontogenético (Bergenius et al. 2005). Pero, como revela Fey
(2005) en un estudio con larvas y juveniles de arenque (Clupea sp.) las condiciones de
alimentacion deben ser bastante extremas para revelar un cambio en las tasas de
crecimiento, y ademas se observa un retraso de algunos dias en la depositacion de los
microincrementos “delgados”, producto de malas condiciones de alimentacién (Suthers
1998, Fey 2005, Aguilera et al. 2009). En el caso de las tasas de crecimiento, uno de los

factores que las afecta es la temperatura (Hovenkamp 1990, Sponaugle 2010); algo similar
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ocurre con el indice de condicion (ROGI), en que la depositacion de los microincrementos
en los otolitos es afectada por variables como el fotoperiodo, la temperatura y los niveles de
alimentacion (Aguilera et al. 2009). Por ende, si bien no se encontraron diferencias
significativas en las tasas de crecimiento ni en la condicion larval, dado el corto tiempo de
estudio en el que se analizaron las larvas de H. chilensis (de s6lo un mes), seria posible
inferir que durante este mes no hubo ningin efecto ambiental mayor sobre las larvas que
gatillase una variacién en las tasas de crecimiento o en la condicion de los individuos.
Considerando ademads que este periodo estd dominado por eventos de surgencias en los que
la productividad primaria es mas alta, la fuente de alimentos se convierte en una variable

que no afectaria la condicion de esta especie.

Por lo tanto, si en este periodo no se vieron afectadas las tasas de crecimiento, ;es
posible asumir, que aumentando el tiempo de estudio exista una variabilidad temporal en
estas variables para la especie H. chilensis? O ;son otros los factores que estan mediando

el crecimiento, la sobrevivencia y el asentamiento de esta especie?

La ultima alternativa podria estar relacionada con los mecanismos de regulacion de
la poblacion. Es comun, en especies que presenten un desarrollo benténico y larvas
planctonicas, que el suministro larval (entrada a la poblacion) sea altamente variable y que
existan factores denso-independientes que regulen la salida de la poblacion (Lecchini et al.
2006).  Para H. chilensis, en la zona y durante el tiempo de estudio, no hay evidencias
suficientes para considerar que los factores denso-dependientes (como la competencia)
regulen la poblacion larval, pero si existirian factores externos (denso-independientes,
como la presencia de ectoparasitos) que podrian gatillar diferencias en las tasas de
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crecimiento de ciertas cohortes que se acoplen con el ciclo del ectoparésito. Esto podria
explicar el hecho de que las tasas de crecimiento no variaron entre los muestreos a nivel
poblacional, pero si se encontraron diferencias significativas entre el crecimiento de larvas
que no presentaban parasitos y aquellas que si presentaron parasitos (ver Anexo I). La
infestacion de pardsitos en larvas se presenta dado que las larvas de peces estan proceso de
desarrollo de sus estados fisioldgicos e inmunolégicos y su delicada naturaleza les hace
mucho mas vulnerable a la infestacion por parasitos que a los estados adultos (Fogelman &

Grutter 2008).

Por otro lado, muchos estudios revelan la importancia que el crecimiento tiene para
los estadios larvales de peces. Los tamafios de eclosion mas grandes y mayores tasas de
crecimiento resultan beneficiosos, ya que se reduce la DPL (Bergenius et al. 2005),
aumentan las tasas de asentamiento (Sponaugle 2010) y de sobrevivencia después de este
proceso (Gagliano & McCormick 2007a) y aumenta también el reclutamiento juvenil
(Sponaugle 2010). A pesar de las ventajas que se han descrito para organismos con
crecimiento rapido, existen otros estudios que no establecen ventajas tan evidentes en
aumentar el tamafo al momento del asentamiento, por lo tanto la mortalidad no siempre
esta relacionada con el tamano corporal (Gagliano & McCormick 2007a), sino que también
esta relacionada con factores ambientales, con la depredacion, entre otros. Por lo tanto, ;es
beneficioso para todas las especies, crecer rapido y asentarse a tamanos grandes,
considerando que la mortalidad puede estar relacionada con otros factores que escapan a los
rasgos fisiologicos y morfologicos? En el caso de Helcogrammoides chilensis que presenta

tasas de crecimiento lentas, debe buscar otras alternativas que garanticen la sobrevivencia
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de la descendencia. Existen otros factores denso-independientes que podrian estar
confiriéndole una ventaja a H. chilensis en la sobrevivencia de las larvas: la primera se
relaciona con el desove, y corresponde a los establecido por Sponaugle (2010), que muestra
las ventajas de que una especie desove preferentemente en primavera, ya que al momento

de asentarse, las larvas tendran una mayor longitud a la edad que si desovan en verano.

El segundo factor denso-independiente esta relacionado a la asociacion de procesos
reproductivos con patrones lunares o semi-lunares de eclosion (Christy 2003). Los ciclos
reproductivos lunares y semi-lunares son bastante comunes en especies con distintos
niveles de organizacion, como las esponjas, corales, moluscos, poliquetos, cangrejos,
equinoideos (Sponaugle & Pinkard 2004), peces (Mizushima et al. 2000, Sponaugle &
Pinkard 2004, Takemura et al. 2010), anfibios, aves terrestres y mamiferos (Grant et al.

2009).

De lo que se ha descrito en peces, los ciclos lunares son caracteristicos de la familia
Serranidae y Siganidae, y los ciclos semilunares, de las familias Fundulidae,
Pomacentridae, Apogonidae, Atherinospidae, Tetraodontidae y Gobiidae (Takemura et al.

2010).

El que los ciclos lunares o semi-lunares sean comunes en los peces y otros
organismos, se debe a que el ciclo lunar proporciona un conjunto sélido y predecible de
sefiales ambientales para las especies marinas, a través de ciclos ambientales asociados,
como los ciclos mareales, cambios en la intensidad de la luz de la luna, hora del amanecer,
ciclo solar, entre otros (deBruyn & Meeuwig 2001, Takemura et al. 2010), que aseguran ¢l

movimiento, alimentacién y reproduccion en condiciones ambientales favorables para la
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especie (deBruyn & Meeuwig 2001). Ante estas circunstancias, /cudles son las ventajas

para esta especie, poseer un patréon de eclosion semi-lunar?

En el caso de H. chilensis, una especie que exhibe cuidado parental, es comun que
se cumplan algunas hipoétesis relacionadas con la biologia de las larvas y biologia de los
adultos, en cuanto a la periodicidad lunar de reproducciéon. Dado que ésta presenta un
patrén semi-lunar de eclosion, se ve privilegiada la evasion de depredadores para los
huevos y larvas, ademas de una rapida dispersion de las larvas fuera de los lugares con
mayor concentracion de depredadores al momento de la eclosion (Takemura et al. 2010).
La sincronizacion con patrones semi-lunares, esta relacionada también con un aumento en
la proteccion parental y disminucion del costo asociado a la defensa de la descendencia

(Robertson et al. 1990, Takemura et al. 2010).

En el patron semi-lunar de H. chilensis, se observa el maximo principal de eclosion
en luna nueva, de acuerdo a Robertson et al. (1990), esto privilegiaria la dispersion larval
dadas las maximas mareas que se presentan asociadas a esta fase lunar, y como se

menciond anteriormente, ayuda a evitar a los depredadores que se alimentan de estas larvas.

Por otro lado, Ruck (1980) establece que existe una tendencia de los peces costeros
a desovar menos huevos que otras especies, pero que ofrecen un cuidado parental mas
exhaustivo, lo que conlleva a una ventaja en esta zona que presenta condiciones fisicas muy
severas. Entonces, si los huevos son desovados en luna nueva, se esta privilegiando el
cuidado parental de los huevos, disminuyendo asi la mortalidad de la descendencia
(Robertson et al. 1990). Si ademas los huevos eclosionan en esta misma fase lunar,

entonces, dada la baja luminosidad, las larvas tienen mayores probabilidades de escapar a
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sus predadores, aumentando asi su sobrevivencia. Esta tltima se condice con el hecho de
que no se presenten eclosiones en luna llena, en donde las larvas estarian altamente

expuestas a predadores, dada la alta luminosidad que se presenta en esta fase.

El hecho de que se observen eclosiones en otras fases lunares, en luna cuarto
menguante, luna cuarto creciente y luna nueva, indica que estas especies estan eclosionando
temporalmente espaciadas, lo que ayuda a disminuir la competencia por el alimento
disponible en la columna de agua, ya que no todas las larvas eclosionan en el mismo
tiempo, disminuyendo asi la probabilidad de mortalidad por inaniciéon (Robertson et al.

1990).

De acuerdo a lo establecido por Kohn & Clements (2011) para juveniles de la
familia Tripterygiidae, los patrones de microincrementos en cada otolito se dividen en tres
secciones. Una primera seccion corresponde a anillos muy finos que varian entre 0,5 y 2
um de grosor, seguido de una seccidon de microincrementos mas ancha que varia de 5 a 10
um y una seccion final con anillos de entre 2 y 4 um. Los grosores de los
microincrementos de H. chilensis analizados durante este estudio, comprenden entonces a
la primera secciéon mas angosta, con un rango que vari6 entre 0,6 y 2 um. Por otro lado, es
importante destacar que la trayectoria de los microincrementos para aquellos individuos
que eclosionan en luna nueva es mas rapida que para los individuos que eclosionaron en
otras fases lunares, lo se traduce como una mayor tasa de crecimiento individual para esos
individuos, ya que tienden a depositar anillos gruesos a una tasa mas alta que el resto de los

individuos eclosionados en otras fases lunares.
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Finalmente, es importante destacar que para esta especie, ain faltan estudios que
puedan relacionar las tasas de crecimiento, tamafios de eclosion, condicion larval y patrones
de eclosion, con las tasas de mortalidad y tasas de asentamiento, para poder comprender de
mejor manera la dinamica de la poblacion y estimar el aporte larval que se asienta y

finalmente recluta en la poblacion adulta.
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7. CONCLUSIONES

1) El crecimiento somdtico de las larvas fue reflejado en la microestructura de los
otolitos, al presentar relaciones significativas entre las medidas de los otolitos y la longitud

larval.

2) Dado que las tasas de crecimiento no variaron entre los tres muestreos, se establece
que durante la época y en la zona de estudio, no existe una variabilidad estadisticamente

significativa en el crecimiento de larvas de H. chilensis.

3) El analisis de ROGI demuestra que no hubo variaciones en el estado de condicion
de los individuos de la poblacién estudiada, ni tampoco se presentaron diferencias

significativas en la condicion de las larvas separadas en pre o post flexion.

4) Helcogrammoides chilensis posee un patron de eclosion semilunar, con el maximo

mas importante en luna nueva y otros dos en lunas cuarto creciente y cuarto menguante.
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9. ANEXOS

A partir de los resultados de esta tesis, se generaron dos manuscritos cientificos, los

cuales seran enviados a dos revistas de corriente principal:

l. Effects of a parasitic copepod on the recent larval growth of a coastal rocky fish

Manuscrito que sera enviado a la revista Parasitology Research.

1. Faster growth associated with the new moon phase: A case in larval triplefin

Helcogrammoides chilensis (Pisces: Tripterygiidae) from central Chile

Manuscrito que sera enviado a la revista Aquatic Ecology.
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Abstract

Parasites can infect larval, juvenile or adult marine fishes; however, effects on the
growth and condition of fish larvae have been scarcely investigated. This study analysed the
effects of a parasitic copepod on the growth within the larval stages for the Chilean triplefin
Helcogrammoides chilensis (Tripterygiidae), based on the microstructure of sagitta otoliths.
Fish larvae were collected during austral spring, 2010 off central Chile and their body length
ranged from 5.1 to 16.6 mm (2 to 57 days old). They were parasitized with a penellid larval
copepod that was always externally attached to the ventral side of the fish gut. Prevalence of
the copepod ranged from 2.7% to 20.8%, with 1-4 parasites per fish larvae. Relationships
between otolith size (radius, perimeter) and larval size were equal for parasitized and
unparasitized fish larvae. Larval growth was also similar between unparasitized (0.21 mm d')
and parasitized fish larvae (0.19 mm d'). However, at the same age, larvae with copepods were
smaller, in both length and estimated body volume, than larvae without copepods. Recent
Otolith Growth Index (ROGI), based on the residual analysis of the relationship between
increment width of the outermost 5 microincrements and otolith radius, indicated that larval H.
chilensis with copepods showed a reduction in recent growth and condition compared to those
without evidence of copepods. Nevertheless, the parasite load (1 vs. 2 pennellids) did not
reduce larval fish condition. The infestation of pennellids on coastal fish larvae therefore may
induce an increase in the pelagic larval duration and potentially affect settlement rates of this

intertidal fish.

Keywords: Pennellidae, Helcogrammoides chilensis, otolith, ROGI
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Introduction

Parasite diversity in marine fish is widely known, especially for those fish that have
economic importance, as a parasite may produce several kinds of negative effects in their host,
such as mortality, somatic growth, reproduction and behaviour (Ho 2000; Pino-Marambio et al.
2007), that consequently could affect the commercial value of a biological resource. The major
consequences of parasitism on any host may involve physiological or mechanical effects.
Physiological effects include the drain of metabolic resources or a reaction of the host, locally
or generally, to the invasion of tissues or secretions by the parasite, resulting in a decreased
activity level (Nielson et al. 1987). Whereas mechanical effects imply that the presence of the
parasites produces pressure on the tissues or organs of the host, altering their functionality

(Costeau et al. 1991).

Young fish are in early immunological and general physiological development stages
(Uribe et al. 2011), therefore they are likely to be more vulnerable to the effects of parasites
than adult fish (Fogelman and Grutter 2008). For these reasons, larval and juvenile fish can be
dramatically affected by parasites (e.9g., Cunningham et al. 2005; Fogelman and Grutter, 2008;
Jones and Grutter 2008; Lacerda et al. 2009; Grutter et al. 2010a). For instance, postlarval
fishes may suffer from stress caused by hydrodynamic drag at low Reynolds numbers due to
the size of the parasites relative to the length of the fish, which may affect the ability of the host
to capture prey and avoid predators (Felley et al.1987). Indeed, the prey uptake by herring
larvae infected with cestode Scolex pleuronectis was 50% lower than for unparasitised fish in
the North Sea (Heath and Nicoll 1991). It is plausible therefore that a reduction of prey capture
together with the direct impact of infestation depresses growth and survival of larvae and
juvenile fish (Mladineo 2003; Jones and Grutter 2008). Some cases have been described
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particularly for fish larvae; for example, anchoveta larvae parasitized with caligid copepods
were smaller at the same age as those larvae without parasites (Herrera 1990); parasitized
juvenile cardinal fish were 3-9% shorter than unparasitized fish (Fogelman and Grutter 2008).
More recently, Grutter et al. (2010a) described that the coral reef fish, Pomacentrus
moluccensis, with internal parasites had lower larval growth than those without parasites when

growth rates were estimated from hatching or from after settlement.

For those fish species with a bipartite life cycle (pelagic, dispersive larval stage and
demersal juvenile), infection of larvae with ecto- and/or endoparasites affecting larval growth
may increase the pelagic larval duration (PLD), which is the time that an individual spends in
the vulnerable larval stages, before settlement. Then, small length-at-age and/or low individual
growth rates (the latter generally based on measurements of otolith microstructure) due to
parasitism can be a proxy for estimating individual survival probabilities (Dower et al. 2009).
Growth rates and growth history in fishes can be determined by analysing the microstructure of
otoliths. The increment width has been utilised as an indicator of feeding rates (Folkvord et al.,
1997; Aguilera et al., 2009), effects of environmental factors (Oozeki and Watanabe, 2000;

Landaeta and Castro, 2006; Landaeta et al., 2011) and condition (Paperno et al., 1997).

The family Tripterygiidae is composed of 29 genera with 163 species in total,
distributed worldwide, at polar, temperate and tropical regions (Kohn and Clements 2011). In
Chile, tripterygiids are represented by 3 species, Helcogrammoides chilensis (Cancino 1960),
H. cunninghami (Smitt 1898) (Pérez 1979; Pequeiio 1989) and H. antarcticus (Tomo 1981)
(Williams and Springer 2001; Cancino et al. 2010). Species of this family have a bipartite life
cycle, demersal eggs that develop attached to the substrate (Rico et al., 2010), to hatch after 20
days into a planktonic larvae, which would settle within 2 to 3 months (Kohn and Clements
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2011). Juvenile and adult stages show carnivore habits (Berrios and Vargas 2004; Boyle and
Horn 2006; Rojas and Ojeda 2010), feeding on small size prey, with high motility and high
energetic value (e.g. amphipods, isopods and harpacticoid copepods) (Muiioz and Ojeda 1998;
Berrios and Vargas 2004). The Chilean triplefin, Helcogrammoides chilensis, distributed
between Iquique (20°18” S) and Talcahuano (36°45°S), lives in the highly exposed rocky
intertidal zone (Williams and Springer 2001; Cancino et al. 2010) where its larvae are highly
abundant in plankton samples throughout the year in central Chile (Pérez, 1979; Hernandez-

Miranda et al., 2003; Landaeta et al., 2008).

Considering the high abundances of Helcogrammoides chilensis in central Chile, and
the previous studies of ectoparasites, including copepods, in this species (Herrera, 1984), our
objective is to determine potential effects of parasitic copepods on growth rates of H. chilensis
larvae. Therefore, we hypothesise that copepods have a negative effect on recent growth and

condition of intertidal fish larvae, which will be revealed in their otolith microstructure.

Methods

Field work

Three oceanographic samplings were carried out during September and October 2010,
on-board the RV Ilan from Pontificia Universidad Catolica de Chile. Hydrographic data were
obtained through vertical tows of a conductivity-temperature-depth profiler (Seabird SBE-19
CTD) from surface to near bottom depths (~20 m) during dawn and at night-time (1900 to 2300

h). These were taken 1 nautical mile off El Quisco Bay (33°24’S, 71°43’W). Ichthyoplankton
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samples were collected using a Bongo net (60 cm mouth diameter, 300 um mesh size) equipped
with two TSK flow meters to quantify the water filtered. Five to eight trawls at 1-2 knots were
completed during each oceanographic sampling in the same location. Seawater filtered by the
net ranged from 34.1 to 316.4 m’/tow (mean £ one standard deviation: 201.5 + 76.5 m*/tow).
All plankton samples (n = 38) were initially fixed with 5% formalin buffered with sodium

borate and after 12 h they were preserved in 96% ethanol.

Laboratory work

In the laboratory, all fish eggs and larvae were removed and counted, and larval
triplefin Helcogrammoides chilensis were identified following Pérez (1979). A randomly
selected group of undamaged larvae of H. chilensis were observed and the body length (BL)
was measured to the nearest 0.01 mm from the tip of the upper maxilla to the tip of the
notochord in preflexion larvae (notochord length), and to the base of the hypurals in flexion and
postflexion larvae (standard length). Larval height (LH) was measured from the base of the
pectoral fins, with a Motic camera of 5.0 MPx connected to a stereomicroscope, using Motic
Images Plus 2.0 software. Estimation of larval volume was calculated as BL x (LH)
(Hovenkamp and Witte, 1991). No attempt was made to correct lengths for the effects of
preservation. Larval triplefin were converted to abundance (numbers 1000 m™) by using the

filtered volume estimated by flow meters.

External parasites were identified according to their buccal structure and appendages
(Castro and Baeza 1986, 1989). The prevalence of parasites corresponds to the percentage of

hosts parasitized from a sample, with a certain parasite species (Bush et al. 1997).
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Left and right sagittal and lapilli otoliths were dissected from a subsample of randomly
selected infected and non infected larvae (n = 99, from 5.13 to 16.57 mm length), as described
by Landaeta and Castro (2006). Otoliths were embedded in epoxy resin on a glass slide and
observed under transmitted light with a compound microscope Motic BA310 at 1,000x
magnification under oil immersion. The longest radius of the otoliths was measured three times
and the average was utilised; the perimeter and area of the otoliths were measured once using
Moticam Image Plus 2.0 software. Fish age (days) was estimated by counting the number of
increments starting from a conspicuous dark mark near the primordium (hatch check). Three
independent readings were made on each sagitta; lapilli were difficult to read, and so their
readings were discarded. From the readings, the mode was selected; if all counts were different,
the mean value was estimated. Counts of left and right sagittal otoliths were the same
(Wilcoxon paired test, P = 0.86), and therefore, counts of the left sagitta otolith were utilised
for the analysis. Daily formation of the increments has been recently validated for H. chilensis

(Lidia Mansur, Pontificia Universidad Catolica de Chile, pers. comm.).

Data analysis

Least square linear regression analyses were performed between otolith measurements
(radius, perimeter) and larval length for both unparasitized and parasitized larvae. Larval size
and otolith area were related by exponential models. The relationships between otolith shape
and body size from unparasitized and parasitized larvae were compared using multiple slope
tests (Zar, 1999). Estimations of larval growth were carried out using least square linear
regression models as a first approach, analyzed separately for both groups of H. chilensis

larvae, where the slope corresponds to the population growth rate of each group, and then the
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slopes were compared by multiple slope tests (Zar, 1999). Because growth rates were not
significantly different between groups (multiple slope test, |t| = 0.35; P > 0.05), a residual

analysis was done after a unique linear fit was adjusted for all larvae.

Increment widths cannot be compared directly (Hovenkamp and Witte 1991), because
when microincrements, which were formed at different radii, are compared the increment of the
largest radius will on average be wider. So, in order to estimate a recent otolith growth index
(ROG]I) for unparasitized and parasitized larvae, residuals of the relationship between the sum
of the widths of the last five more recent increments and the radius of the otolith were
calculated. The rationale for residual analysis is that since a residual is a measure of an
individual’s departure from the population, it can be viewed as an indicator of condition
(Aguilera et al. 2009). According to this relationship, when increment width is larger than
expected, the residuals of the regression will be positive, which means that otolith growth has
been above average. When increment width is smaller than expected, the residuals will be
negative, which means that otolith growth has been below average. Finally, ROGI of larvae
with and without ectoparasites were compared by Mann-Whitney U test, as well as ROGI of

larvae with 1 and 2 ectoparasite copepods.

Some authors have questioned the use of the residual analysis (Garcia-Berthou 2001),
so we proposed an alternative analysis to compare the larval condition between PL and UPL, in
which both variables (sum of 5 outermost increment widths, excluding the last one, and largest
radius of the sagitta otolith) were log transformed so that the variances would be independent of
the mean. Later, a regression analysis was established for PL and independently for UPL so

that finally both linear regressions were compared through a multiple slope test.

84



Results

Abundance of larval Helcogrammoides chilensis at El Quisco Bay ranged from 3.55 to
2344.44 individuals per 1000 m® during austral spring, 2010 (mean + standard deviation:
202.78 + 440.38 individuals per 1000 m®, median: 81.01 individuals per 1000 m®). There were
significant differences in larval abundance among cruises (Kruskal-Wallis test, H = 15.11, P <
0.001, Table I), with the largest abundance found during the second sampling (median = 231.37
individuals per 1000 m®). Prevalence of ectoparasites ranged from 2.7% to 20.8%, with the
lowest prevalence detected during the second sampling (Table I). The number of ectoparasites
found for larval H. chilensis ranged from 1 to 4, always attached to the ventral side of the gut,

irrespective of the size of the larvae (Figure 1a, b).

Ectoparasites correspond to the chalimus stages (I to IV, having a frontal filament,
Figure 2a, b) of the family Pennellidae, which are characterised by a proboscis (= buccal cone,
Figure 2¢). The first two pairs of legs are biramous while the third and fourth are uniramous

(Figure 2d).

Otolith size estimators showed significant relationships with body size (Figure 3, Table
II), indicating that somatic growth of the unparasitized (UPL) and parasitized (PL) larvae is
reflected by the growth of the sagitta otoliths. There were no significant differences in the
relationship between otolith radius and body length for UPL and PL groups (multiple slope test,
[t| = 1.93, P > 0.05) nor between perimeter and body length (|t| = 2.04, P > 0.05). However, the
otolith area of UPL grew faster as a function of the body length than otoliths of PL (|t| = 1.735,

P <0.001).
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Age estimations made on the lecture of sagitta otoliths ranged from 2 to 57 days.
During this period, linear regression models estimated larval growth rates of 0.19 mm d' for
larval H. chilensis with ectoparasites and 0.21 mm d' for larvae without ectoparasites (Table
IIT). However, there were no significant differences in the slope of the linear models (i.e.,
population larval growth rate) (multiple slope test, [t| = 0.35; P < 0.05) (Figure 4a). A linear
model for both groups of data was adjusted (total in Table III), and the residual analyses
indicate that residuals of PL were mostly negative (-0.096 = 0.426), showing that larval H.
chilensis with ectoparasites were shorter than predicted by the model. This trend was noticeably
observed when comparisons were made between estimated larval volume (BL x (LH)?) and age
(Figure 4b) of UPL and PL. Although slopes of the models were similar (i.e., they grow at the
same rate), intercept of the PL was smaller than for UPL (Table III), meaning that at the same

age, PL were smaller in volume than UPL.

There was a significant relationship between the outermost 5 microincrements and
sagitta radius (n = 71, r* = 0.75, P < 0.01) for all analysed larvae. Estimated ROGI values were
significantly lower for PL compared to those of UPL (Mann-Whitney U test, U = 308, P <
0.01), showing a reduction in condition of parasitized larvae at least 5 days before capture.
Accordingly, when the linear regressions of the logarithm of the outermost 5 microincrements
and the logarithm of the radius between UPL (Figure 5a) and PL (Figure 5b) were compared,
they showed a significant reduction in condition of PL (multiple slope test, |t| = 3.83, P < 0,05)
(Table III). Finally, ROGI was similar for larval H. chilensis infested with one and two
copepods (Mann-Whitney U test, U = 164, P = 0.976), meaning that a greater parasitic load did

not trigger a heavier depression of larval recent growth and condition.
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Discussion

Based on otolith microstructure, our study reveals the negative effect that the parasitism
of chalimus pennellids cause on the recent growth and condition of larval triplefin

Helcogrammoides chilensis in coastal waters of central Chile during the austral spring season.

Prevalence of ectoparasites was higher than measured in other fish larvae; for example,
for larval anchoveta Engraulis ringens, prevalence ranged between 0.9 and 4.7% (Herrera
1990) and for larval anchovy Anchoa sp. prevalence was 3.6% (Felley et al. 1987). In larval
Pomacentrus moluccensis prevalence was 4% and only digenea were observed (Grutter et al.
2010). This may be partially explained because demersal eggs might be more susceptible to
predation than planktonic eggs, as the second are not associated with parental behaviour and
have more superficial larvae by the time they hatch (Grutter et al. 2008). Despite this fact, it is
interesting to note that parasitism by Pennellidae in adult fishes of H. Chilensis has not yet been
observed (Mufioz and Delorme 2011); this could mean that these larvae are only intermediate

and/or alternative hosts in the life cycle of pennelids.

Parasitized larvae showed a lower ROGI, implying that they are also in poorer
condition (Grutter et al. 2010b). These differences in condition between PL and UPL groups
may indicate a rapid response of individual larvae to parasitism, decreasing its instantaneous
growth rates (i.e., during the past 5 days). This response is faster than that described for newly
settled larvae of cardinal fish, which exhibited reduced growth within 10-15 days (Fogelman

and Grutter 2008).

H. chilensis did not show more than 4 parasites in their ventral region. This fact is

explained by Tucker et al. (2002), which suggest that parasitism intensity of a potential host
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will be marked by the size of the available surface area of the host. Nevertheless, our data failed
to demonstrate a significant difference in larval condition between larvae infested with one or
two parasites. Similarly, Grutter et al. (2008) described that mortality rates did not vary

significantly for different fishes exposed to 1 or 3 ectoparasites.

The larval stages of fishes are at great risk of parasitism and once they are infested, one
of the consequences is the probability of direct mortality induced by parasites (Fogelman and
Grutter 2008; Fogelman et al. 2009; Gutter et al. 2008; Grutter et al. 2010b). However, not all
ectoparasites may directly cause lethal effects on fish larvae (Herrera 1990), but there are other
sub-lethal effects or stresses generated in hosts (Felley et al. 1987), for example Rigby and
Dufour (1996) propose an increased susceptibility to predation or a reduction in competitive
fitness. These sub-lethal effects were reflected in a reduction of individual size of PL, 1.88%
shorter than UPL, even though they grew at the same rate (i.e. similar slope). Similarly, newly
settled larval Apogon trimaculatus infested with mancae of cymothoids grew at the same rate
(similar slope), but were 9% shorter than uninfested individuals (Fogelman and Grutter 2008).
For adult Cheilodipterus quinquelineatus infested with Anilocra apogonae the results were
analogous, showing that infested fish were shorter and weighed less than unparasitised fish at
the same age but, in both cases, growth rates did not vary among groups (Fogelman et al.

2009).

The consequences of attached ectoparasites on larvae include an increase in resistance
within the viscous environment, which will affect their swimming ability. Once it is harder for
larvae to swim, they have more difficulties escaping predators (Herrera 1990). The reduction in
swimming ability is described by Grutter et al. (2008) for two fish species with Gnathia sp.
attached, Acanthochromis polyacanthus and Neopomacentrus azysron, in which the fish
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behaviour was altered and they had difficulty swimming or balancing and in some cases even
became stationary at the bottom. Also, parasites by themselves increase larval visibility to

predators (Herrera 1990).

All the consequences mentioned above cause greater energetic cost for the larvae, and
retardation in their growth where both will indirectly affect their settlement and increase their
PLD (Grutter et al. 2010b). In the extra time the larvae have to spend in the plankton, they are
susceptible to predation and have difficulty foraging, jeopardizing their survival. In conclusion

pennellids can indirectly affect survival rates of individual Helcogrammoides chilensis larvae.
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Tables

Table 1. Summary of results for larval abundance of triplefin Helcogrammoides chilensis

(mean, standard deviation or SD, median) and ectoparasite prevalence, obtained during three

cruises carried out during austral spring 2010 off El Quisco Bay, central Chile.

Date N° Larvae Larval abundance (ind 1000 m°) Median Prevalence (%)
Mean + SD
2 September 2010 86 49.81 £ 24.10 43.83 14.24
9 September 2010 539 542.16 = 750.46 231.37 2.67
4 October 2010 259 88.72 + 88.17 77.36 20.80

Table II. Linear regression analysis of otolith size (radius, perimeter and area of the sagitta) as a

function of body length (BL), for unparasitized (UPL) and parasitized (PL) larvae of

Helcogrammoides chilensis. Intercept, slope, corresponding standard errors (SE), F and P

values are shown.

Intercept SE Slope SE F P
Radius UPL vs BL -21.02 3.9 7.78 0.48 268.32 <0.01
Radius PL vs BL -21.43 4.34 7.78 0.49 248.68 <0.01
Perimeter UPL vs BL -119.64 20.41 42.89 2.47 301.69 <0.01
Perimeter PL vs BL -127.35 19.2 43.15 22 383.52 <0.01
Log area UPL vs BL 0.92 0.16 291 0.18 273.03 <0.01
Log area PL vs BL 0.95 0.17 2.87 0.18 24991 <0.01
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Table III. Linear regression analysis of larval size (body length, BL, and larval volume, LV) as
a function of age (microincrement counts, MC), for unparasitized (UPL), parasitized (PL) and
total larvae of Helcogrammoides chilensis. It is also shown, the linear regression analysis of
the logarithm of the outermost 5 microincrements (OM) as a function of the logarithm of the
otolith radius for unparasitized (UPL), parasitized (PL) H. chilensis. Intercept, slope,

corresponding standard errors (SE), F and P values are shown.

Intercept SE Slope SE F P
BL vs MC (UPL) 591 0.12 0.21 0.08 648.09 <0.01
BL vs MC (PL) 598 0.1 0.19 0.05 987.99 <0.01
BL vs MC (Total) 5.93 0.08 0.20 0.05 1415.7 <0.01
Log LV vs Log MC (UPL) 0.34 0.03 0.83 0.04 545.23 <0.01
Log LV vs Log MC (PL) 0.28 0.04 0.80 0.04 433.44 <0.01
Log Radius vs Log 5 OM (UPL) 0.09 0.04 0.41 0.02 93.41 <0.01
Log Radius vs Log 5 OM (PL) 0.17 0.06 0.35 0.04 348.01 <0.01
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Figure captions

Figure 1. Anterior portion of larvae of triplefin Helcogrammoides chilensis parasitized with
Pennellidae in the ventral side of the gut. a) preflexion larvae of 6.3 mm BL with one

ectoparasite; b) postflexion larvae of 10.1 mm BL with two ectoparasites.

Figure 2. a)Chalimus copepod of family Pennellidae; b) frontal filament for attachment; c)

detail of antennae and antennules and the proboscis; d) abdominal appendages

Figure 3. Relationships between otolith shape and larval size for unparasitized (UPL) and
parasitized larvae (PL). a) Linear fit between sagitta radius and body length, b) linear fit
between sagitta perimeter and body length and, c¢) exponential model for relationship between

otolith area and larval length.

Figure 4. Larval growth of Helcogrammoides chilensis with caligid ectoparasites (PL, white
squares) and without ectoparasites (UPL, black circles) in terms of a) body length (mm) and b)

total volume (mm®).

Figure 5. Linear relationship between log-transformed data of sagitta radius and length of
outermost 5 microincrements for a) unparasitized (white squares) and b) parasitized larvae

(black circles).

Figure 6. Box and whiskers of ROGI values for a) unparasitized (UPL) and parasitized (PL)
larvae of Helcogrammoides chilensis and b) for parasitized larvae with one (a) or two copepods

(b). Median, quartiles, minimum and maximum values of ROGI are shown.
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Abstract

A planktonic larval stage is part of a complex life cycle where for almost 90% of fishes
this includes an adult associated to the benthos. In order to settle and recruit to the adult
population, the individuals need to survive this larval stage using different tactics. The aim of
this study is to determine hatching and larval growth patterns and the condition of triplefin
Helcogrammoides chilensis, based on otolith microstructure. Fish larvae were collected during
austral spring 2010 off central Chile and body length ranged from 2.88 to 25.67 mm (1 to 57
days old). The larval growth rate was estimated by a linear (0.15 mm day™) and a Gompertz
model (0.16 mm day™), and did not vary among the three cruises conducted. Recent Otolith
Growth Index (ROGI), based on the residual analysis of the relationship between increment
width of the outermost 5 microincrements and otolith radius, did not vary among the three
cruises, nor when the data was separated by development stage (pre or post-flexion).
Preferably, hatching occurred in the new moon phase, although high frequencies were also
observed in the first and third quarter moon phases, which reveals that this species presents a
semi-lunar hatching pattern. Also, larvae hatched during the new moon showed faster growth
trajectories (i.e. larger increases in microincrement widths) than larvae hatched during other
lunar phases. Higher tides and the characteristic low luminosity of the new moon phase, may
favour larval dispersion and also a higher survival rate as they are able to escape visual

predators.

Keywords: Otolith, Semi-lunar hatching, ROGI, Growth trajectory, Gompertz
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Introduction

Almost 90% of fishes have a complex life history, which includes a planktonic larva
and an adult associated to the benthos (Vigliola and Meekan 2002). During the developmental
period, larvae has to spend a long time in the water column before reaching a competent stage
and in turn, settling. This concept is defined as Pelagic Larval Duration (PLD) (Kohn and

Clements 2001).

The PLD is directly related to larval growth rates (Suthers 1998; Bergenius et al. 2005),
as the growth process reveals the physiological interaction of the individuals with the physical
and biological factors that influence larval growth rates directly or indirectly (Bergenius et al.
2005). For example, those larvae that present slower growth rates (i.e. slower growth) will
spend more time in the pelagic environment, and by consequence will be more exposed to
biological (e.g. predation, food availability) and environmental (e.g. currents, oceanographic
barriers, temperature or salinity changes) factors which may affect survival and/or larval

dispersion (Kohn and Clements 2011).

Larval condition is also a key factor in survival during early life stages. One of the main
causes of mortality is found to be suboptimal feeding, which interrupts the microincrement
formation affecting larval growth and becomes a turning point in the success of early
development (Suthers 1998; Aguilera et al. 2009); therefore, the variability of larval condition
in space and time, becomes a useful tool that evaluates the effect of environmental and stressful

conditions on larvae (Suthers 1998).

Another important factor that influences early life survival, is the relationship

established between spawning, hatching and settlement stages within tidal regimes and lunar
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cycles. In this sense, some studies claim that species that spawn benthic eggs are related to
semi-lunar spawning cycles (Roberson et al. 1990; Spounagle and Cowen 1994), and that those
species that spawn planktonic eggs are related to monthly or asynchronous cycles (Spounagle
and Cowen 1994). The fact that different marine species present reproductive activities
associated with lunar cycles can be explained by various hypothesis, which focus primarily on
offspring survival, that show the effect that environmental conditions, associated to lunar

cycles, generate in reproductive success (Robertson et al. 1990).

Otolith microstructure analysis has become an important approach in understanding the
early life stages of fishes, because they show how larval growth is altered by ecological and
oceanographic factors, which can trigger variations in survival rates, larval transport
mechanisms, dispersion dynamics and population connectivity, examples being recruitment,
mortality, among others (Fey 2005, Gagliano and McCormick 2007a, Aguilera et al. 2009,

Sponaugle 2010).

The life history that is recorded on the fishes’ otolith reveals the entire process that
occurs between recently hatched larvae and their settlement (Vigliola and Meekan 2002);
consequently, daily microincrements and hatch marks recorded on the otoliths can determine
the age of individuals, which make it possible to backcalculate hatching dates. Such
information provides us with new and interesting points of view related to the influence of
spawning and hatching patterns, larval growth rates and the benthic stage, settlement and
survival rates (Hovenkamp and Witte 1991; Raventdés and Macpherson 2001; Vigliola and

Meekan 2002; Aguilera et al. 2009; Sponaugle 2010).

Tripterygiids, commonly known as triplefins as their dorsal fin is divided in three

segments (Nelson 2006), are a family of 163 species from 29 genera (Kohn and Clements
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2011) that are found worldwide in tropical, temperate and polar regions (Nelson 2006). In
Chile, 3 species have been described however only from the genus Helcogrammoides,
Helcogrammoides chilensis (Cancino 1960), H. cunninghami (Smitt, 1898) and H. antarticus
(Tomo 1981) (Cancino et al. 2010). In particular, with great relevance to this study, H. chilensis
distributes between Iquique (20°18°S) and Talcahuano (36°45°S), inhabiting shallow waters

along exposed rocky Chilean coasts (Williams and Springer 2001, Cancino et al. 2010).

The reproduction and development of tripterygiids is characterized by the spawning of
benthic eggs in a single layer in the subtidal zone, attached by filaments to the rocky substrate.
During this period, males guard and protect the territory and the eggs, as well as providing
oxygenated water while cleaning them of detritus, until a 3-6 mm long planktonic larva hatches
from the egg, with pigmented eyes, a small yolk sac and an open mouth (Ruck 1973, 1980).
However, for Helcogrammoides chilensis there is no previous information about hatching

patterns or larval ecology.

Three different questions will be assessed in this study:

1) How is H. chilensis’ larval growth rate affected over time? Three different hypotheses are
plausible to answer this question: larval growth rate increases, it decreases or it maintains stable

over the study period.

2) Is H. chilensis’ larval condition altered over time? The condition may increase, decrease or

maintain stable over the study period.

3) Does H. chilensis show a hatching pattern related to the lunar cycle? H. chilensis hatching

patterns may present a uniform distribution (i.€. hatching throughout the lunar month), it may

108



present a semi-lunar pattern (i.e. hatching during two lunar phases) or it may present a lunar

pattern (i.e. hatching during one established lunar phase).

Materials and methods
Field work

Three oceanographic samplings were carried out during September and October 2010,
on-board the RV Ilan from Pontificia Universidad Catdlica de Chile. Hydrographic data were
obtained by vertical tows using a conductivity-temperature-depth profiler(Seabird SBE-19
CTD) from surface to near bottom depth (~20 m) during dawn and nighttime (1900 to 2300 h),
at 1 nautical mile off El Quisco Bay (33°24’S, 71°43°W). Ichthyoplankton samples were
collected using a Bongo net (60 cm mouth diameter, 300 um mesh size) equipped with two
TSK flow meters to quantify the water filtered. Between 5 to 8§ trawls at 1-2 knots were done
during each oceanographic sampling in the same location. Filtered seawater by net ranged from
34.1 to 316.4 m® (mean + one standard deviation: 201.5 = 76.5 m®). All plankton samples (n =
38) were initially fixed with 5% formalin, buffered with sodium borate and after 12 h they were

preserved in 96% ethanol.

Laboratory analysis

In the laboratory, all fish larvae were sorted from the plankton samples. Identification
of larval Helcogrammoides chilensis was carried out utilizing characteristics described by

Ciechomski (1977) and Pérez (1979). Larval densities were expressed as individuals X 1000 m®
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3. Developmental stages of all larvae were classified as preflexion or postflexion (flexion and
postflexion larvae pooled together). In addition, the body length (BL) of undamaged larvae (n =
847) was measured (notochord length, NL or standard length, SL) to the nearest 0.01 mm under
a stereomicroscope Olympus SZ-61 with a video camera Moticam 2500 (5.0MPixel) connected
to a PC with Moticam Image Plus 2.0 software. Larvae measurements were not corrected for

shrinkage.

Left and right sagitta and lapilli otoliths were removed using insect needles from 189
larval H. chilensis (3.11-16.57 mm SL). Otoliths were embedded in epoxy resin on a glass
slide. Age was determined by counting the number of daily otolith increments after a dark
increment (the hatch mark) with a light microscope Motic BA310 at 1,000x magnification
under oil immersion. A hatch mark formed on the first day after hatching was not validated for
H. chilensis. However, a similar hatch mark has been described in recently hatched larvae of
Forsterygion nigripenne (Kohn and Clements 2011). The longest radius of the sagitta was
measured three times and the average was utilized, as well as the microincrement widths, using

Moticam Image Plus 2.0 software.

Three independent readings were made however only on each sagitta; lapilli were
difficult to read. Where increment counts between three readings were within 5% of each other,
mode (or average, if all counts were different) was calculated and utilized for analysis. If
readings varied >5% of each other, the otolith was discarded. Sagittae are considered ideal
because we found that age estimates using the left and right sagittae within individuals were the
same (Wilcoxon sign test, P = 0.71). Recently, the daily periodicity of growth increments for

H. chilensis have been validated (Lidia Mansur, Pontificia Universidad Catolica de Chile, pers.
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comm.), as well as for other tripterygiids (Forsterygion capito, F. varium, Ruanoho whero,

Kohn and Clements 2011).

Data analysis

Least square linear regression analyses were performed between microincrement counts
(age) and larval length separately for each cruise, where the slope corresponds to the population
growth rate, and the intercept to the estimated hatch size. To compare temporal variability in
the population growth rate, slopes were compared with the multiple slope test (Zar 1999).
Additionally, to estimate instantaneous growth rates, a Laird-Gompertz growth model was

fitted as:

BL;=BL., exp (-k exp (-gt))

Where BL; is BL (mm) at age t (days), BL. is the asymptotic length; g is the
instantaneous rate of growth when t = ty; k is a dimensionless parameter, such that kg is the
instantaneous growth rate when t = 0, and t, is the time at which the (absolute) growth rate

starts to decrease, that is, the inflection point of the curve (Ricker 1979).

Increment widths cannot be compared directly (Hovenkamp and Witte 1991). When
increments which were formed at different radii are compared, the increment at the largest
radius will on average be wider. To estimate a recent otolith growth index (ROGI), residuals of
the relationship between the sum of the widths of the last five more recent increments and the
radius of the otolith were calculated. The rationale for residual analysis is that since a residual
is a measure of an individual’s departure from the population, it can be viewed as an indicator

of condition (Aguilera et al. 2009). According to this relationship, when increment width is
111



larger than expected, the residuals of the regression will be positive, which means that otolith
growth has been above average. When the increment is smaller than expected, the residuals will
be negative, which means that otolith growth has been below average. Both variables (sum of 5
outer increment widths, excluding the last one, and largest radius of the sagitta otolith) were log
transformed so that the variances would be independent of the mean. This method has been
successfully utilized to establish variability in the condition of fish larvae exposed to different

environmental (salinity) conditions (Landaeta et al. 2012).

The hatching date composition of all measured larvae was estimated as follows. First, a
larval length-at-age was obtained for the entire period of sampling, by using a global linear
model. The length frequency distribution of larvae was then converted to an age-frequency
distribution using the length-at-age key, from which the hatching dates composition was back-

calculated.

Back-calculated hatching dates were related to the lunar cycle. For each sampling date,
we counted the days since new moon (DNM) and thereby assigned DNM values from 0 to 29 to
each date, where O represents the new moon. DNM values were converted to angles (°) by
dividing by 29 (the length, in days, of the lunar cycle) and then multiplying by 360° so that the
data could be analysed using circular statistics. To assess whether hatching events showed lunar
periodicity, we analysed data using Rao’s spacing test (Batschelet 1981). Rao’s spacing test is
more powerful and robust than many other circular goodness-of-fit-tests (Russell and Levitin
1995), and is able to analyse bimodal and multimodal distributions, whereas other tests, such as
the Rayleigh test and Watson’s U? are not (Bergin 1991). Rao’s spacing test is robust even for
small sample sizes, but also shows a low frequency of type I errors when analysing data that
shows no pattern. The only cases where Rao’s spacing test fails are distributions that show
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directional avoidance (Bergin 1991). We also used the Rayleigh test for departure from
randomness. The null hypothesis that hatching events would be equally or randomly spaced
throughout the lunar cycle was tested for each data set and overall. Angular mean and 95%

confidence intervals were also calculated separately for larvae captured during the three cruises.

Finally, to test if individual larval growth trajectories (i.e., microincrement widths) are
influenced by the timing of hatching within different lunar phases, the rate of increase in the
microincrement widths of selected larvae hatched during the four lunar phases were compared,

by using the multiple slope test (Zar 1999).

Results

Abundance and larval size distribution

A total of 847 larval Helcogrammoides chilensis were analysed having been collected
during all three cruises (Table 1). Larval abundance at El Quisco Bay during September-
October 2010 ranged between 3.55 and 2344.44 ind, 1000 m-3 at each samping station (mean =+
standard deviation: 202.78 + 440.38 ind 1000 m-3). Total abundance during each sampling date
ranged from 502.30 to 5288.95 1000 m-3 (Table 1). Significant differences were detected in
larval abundance among cruises (Kruskal-Wallis test, H = 15.11, P < 0.001). Larval size varied
from 2.88 to 25.67 mm (6.45 + 2.45 mm), and differed significantly among cruises (Kruskal-
Wallis test, H = 291.84, P < 0.01; Table 1), where larvae from the second cruise were the

smallest of the samplings (Tukey test, P <0.01, Fig. 1).
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Otolith microstructure, age and growth of larvae

A total of 189 pairs of sagitta (left and right) were read and measured under the
microscope. Sagitta microincrement widths ranged between 0.60 and 2.01 um (1.28 = 0.24
um). The hatch mark observed in sagitta otoliths of larval H. chilensis collected in September-
October 2010 (Fig. 2) ranged from 10.11 to 16.90 pm (13.94 + 1.31 pum) measured from the

core. Sagitta radius ranged from 14.76 to 100.90 um (32.47 + 14.29 pm).

Microincrement counts (i.e., age) ranged from 1 to 57 days for all cruises. Linear
models estimated population growth rates between 0.145 and 0.156 mm day™ and hatch sizes
from 5.39 to 6.23 mm BL (Table 2). However, there were no significant differences in the
growth rates (i.e., slopes) among samples (multiple slope test, F = 0.84, P < 0.05); therefore,
the global model was adjusted utilizing larval H. chilensis collected from all samples (Table 2).
The parameters of the Gompertz model for all larvae were estimated to be BL,= 16.59 mm, k =
1.19 and g = 0.036 mm day™. The predicted relationship between length and age for both
models (linear and Gompertz) is given in Fig. 3a. The predicted instantaneous growth rate from
the Gompertz model indicated the fastest increases in BL from hatch until 5-7 days post-
hatching, when the growth rate reached its maximum (0.22 mm day™), after which larval H.
chilensis underwent a steady decrease in the rate of growth in BL (Fig. 3b). The average of all

instantaneous growth rates was 0.16 + 0.05 mm day ™.

Temporal variation in the recent otolith growth index (ROGI)

Larval condition was analysed separately for each sample and by developmental stage

(pre- and postflexion larvae). In general, ROGI values ranged from -0.178 (poor condition
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during the last 5 days prior to capture) to 0.103 (good condition). In the scale of weeks, there
was larger variability in the condition of preflexion larvae compared to postflexion larvae (Fig.
4a,b). No significant differences, however, were detected among samples, for preflexion larvae
(Kruskal-Wallis test, H = 6.22, P = 0.45) nor for postflexion larvae (Kruskal-Wallis test, H =

5.01, P =0.82).

Hatching patterns and lunar periodicity

The raw record of Helcogrammoides chilensis hatchings at El Quisco Bay over 2.4
months was simultaneously cyclic and episodic (Fig. 5). The record started July 23 (day 204)
and finished October 3 (day 276). Some peaks were of much larger magnitude than others, but
the overall timing of the peaks was semi-lunar (Fig. 5). Putting all back-calculated hatching
data together, a large pulse of hatching during the new moon was noted (Fig. 6). Larvae
captured during the first sampling hatched mostly near the 3™ quarter moon (mean angle vector
=21 d, 90% confidence = 19.03-22.99 d); during the second sampling, larvae hatched during
new moon (mean angle vector = 28 d, 90% confidence = 27.03-28.29 d); finally, in the last
cruise, the majority of the hatching occurred near the 1% quarter moon (mean angle vector = 9
d, 90% confidence = 7.56-10.28 d) (Fig. 6). Rayleigh and Rao’s spacing tests evidenced that

hatching patterns of larval H. chilensis were not uniform over the lunar cycle (Table 3).

Larval growth trajectories and lunar phases

The larval otolith-growth trajectories of fish differed according to when fish were

hatched. There was high variation in the otolith growth trajectories among hatching lunar
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phases (Fig. 7): fish hatched during the new moon tended to have higher larval growth rates
(0.014 um microincrement™) than fish hatched during other lunar phases (Table 4, multiple

slope test, F =96.05, P <0.001).

Discussion

Larval triplefin, Helcogrammoides chilensis showed a high variability in its body length
and age; however, the estimated larval growth rates did not vary among the three cruises during
austral spring, showing relatively slow growth rates (between 0.15-0.16 mm day™). Similarly,
larval condition, measured through the ROGI index did not vary among the three cruises, or
when the data were separated by the development stage (pre or post-flexion). Hatching
occurred preferably in the new moon phase (day 28), although a high frequency was also
observed in the first and third quarter moon phases, which reveals that this species presents a
semi-lunar hatching pattern. Finally, the growth trajectories (i.e., microincrement width) of
those individuals hatched in the new moon phase were faster (0.014 pm microincrement ) than

the individuals hatched in different moon phases.

The smallest H. chilensis larva observed in the study presented pigmented eyes, a small yolk
sac and was 2.88 mm long. This larva was smaller than the one found by Pérez (1979) for the
same species in Valparaiso Bay (4.81 mm), and is smaller compared to other species from the
same family: Forsterygion capito 4.90 mm (Ruck 1973), F. varium 5.85 mm (Ruck 1980),
Ruanoho decemdigitatus 5.03 mm (Ruck 1980) and Blennius tripennis 5.72 mm (Ruck 1980),
although similar values were found in Argentina for H. cunninghami that presented a range

from 3 to 27 mm (Ciechomski 1977).
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Helcogrammoides chilensis showed slow population growth rates estimated with both
models, a slower growth rate than those calculated for juveniles from the same species (0.18
mm dia”, Plaza et al. in review). Similarly, some other species from Chilean waters with
pelagic larvae show slow growth rates such as the mote sculpin Normanichthys crockeri (0.15-
0.20 mm day™', Landaeta et al. 2010), rockfish Sebastes oculatus (0.15 mm day™, Landaeta
and Castro 2006) and lightfish Maurolicus parvipinnis, (0.136 mm day™', Landaeta et al. 2012).
These differ completely from species with faster growth such as anchovy Engraulis ringens
(0.47 mm day”', Hernandez and Castro 2000), herring Sardinops sagax (0.40-0.66 mm day™,
Castillo et al. 1985) and the Falkland sprat Sprattus fuegensis (0.448 mm day™', Landaeta et al.

2012).

Through this study, the oldest larva found was 57 days old; this reflects that the PLD
for this species is high, at least 2 months. This value is similar to those registered for other
species from the Tripterygiidae family in New Zealand: Forsterygion varium (65 + 2.32 days),
F. capito (74.33 + 2.48 days), Ruanoho whero (63.92 + 1.71 days) (Kohn and Clements 2011)
and F. lapillum (=50 days) (Smith and Shima 2011). Given the fact that these species were
studied in high latitude zones (coastal waters of New Zealand), exactly like H. chilensis this
results in a higher PLD for this species compared with other tripterygiids studied in tropical
zones with higher water temperatures (e.g. Mediterranean sea), which present shorter PLDs,
such as Trypterygion tripteronutus (17 £ 1.4 days) (Raventds and Macpherson 2001). This
situation occurs because there is a negative correlation between temperature and PLD

(Raventds and Mcpherson 2001, Kohn and Clements 2011).

The ROGI analysis has an excellent potential as a growth index because it can estimate
recent growth rates and it can indicate if the larval condition has increased or decreased
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according to feeding or environmental processes in the water column (Fey 2005, Aguilera et al.
2009). Landaeta et al. (2012) studied the ROGI index for M. parvipinnis and S. fuegensis in
Chilean Patagonia, and the ROGI of the first species was positively correlated with salinity
where a significant and linear relationship was found between the two variables; but the ROGI
analysis from the second species was not related to water salinity and the linear regression
analysis showed that the slope did not differ from zero. This fact demonstrates that ROGI
analysis is not necessarily suitable for every species and in this case, it could not reflect
individual larval condition because the results could be disguised by high length variability or a
short study period. Additionally, this technique is more reliable when the microincrements
measure at least from 3 to 6 um (Suthers 1998); this may be a reason why no significant
differences were found between samples, because in every case the maximum microincrement

value was 2 pm.

There are four potential explanations for the lack of significant differences in the hatch
length, growth rates and larval condition during the study period (between September and

October 2010).

The first alternative may reveal the presence of homogeneity in early life stage
dynamics in the zone and study period. This implies that H. chilensis hatching batches maintain
stable growth, even though changes in environmental conditions may occur in the study period.
Alternatively, it can also reveal that none of the performed analysis are sensitive enough to

detect the high heterogeneity presented among samples.

A second alternative includes a lack of variability in the egg depositions, since there
were no differences between hatching lengths on a weekly scale. This could indicate that for

the short period utilized and in the study zone, a significant parental effect could influence
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variability in growth rates or ROGI is not found. But, as evidence suggests in other studies for
different species (e.g. Pomacentrus amboinensis Gagliano and McCormick 2007b, Engraulis
ringens Llanos-Rivera and Castro 2004, Merluccius gayi Landaeta and Castro 2012), there is a
significant size and quality reduction in the eggs as the reproductive season progresses. Given
this information, this study cannot conclude that there will not be a parental effect in the long

term.

Thirdly, some physical factors related to biological factors may affect growth directly
or indirectly in different species, even on an ontogenetic level (Bergenius et al. 2005). But, as
Fey (2005) reveals in a study made with larva and juveniles of herring (Clupea sp.), feeding
conditions have to be extreme to produce a change in growth rates, and also observed is a
retardation of a few days in the deposition of “thinner” microincrements due to poor feeding
conditions (Suthers 1998, Fey 2005, Aguilera et al. 2009). Growth rates are influenced by
temperature (Hovenkamp 1990, Spounagle 2010), and similarly ROGI is affected by
photoperiod, temperature and feeding levels (Aguileta et al. 2009) and salinity (Landaeta et al.
2012). As any significant differences in growth rate and larval condition was detected in the
study period (only four weeks), it can be inferred that during this period there was no great

environmental variations that could trigger a change in growth rates or larval condition.

The last alternative is related to population regulatory mechanisms. It is common in
species which present benthic eggs and planktonic larvae, for larval supply (input to the
population) to be highly variable and for there to be density-independent factors regulating the
output of the population (Lecchini et al. 2006). There is a lack of evidence when considering
density-dependent factors (such as competition) regulating the H. chilensis population in the
zone and time of study, but there might be some density-independent factors (such as parasite
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load) that can generate differences in the growth rates of organisms coupled with the parasites
cycle. This could explain the lack of differences in growth rates at a population level between
samples, and the presence of individual differences between parasitized larva and non-

parasitized larva (Palacios-Fuentes et al. in review).

Higher growth rates imply some advantages for the species with such tactics as a
reduced PLD (Bergenius et al. 2005), higher settlement rates (Spounagle 2010), and higher
survivorship after settlement (Gagliano and McCormick 2007a) and higher recruitment rates
(Spounagle 2010). So, given that Helcogrammoides chilensis has a slow growth rate, it has to
find another alternative that can guarantee offspring survival. In this sense, there is another
density-independent factor that might be giving an advantage to the species, which is related to
the association between reproductive processes and lunar or semi-lunar hatching patterns

(Christy 2003).

These types of reproductive cycles are found in a lot of different species including
sponges, corals, mollusks, polychaetes, crabs, echinoids (Spounagle and Pinkard 2004), fishes
(Mizushima et al. 2000), amphibians, birds and mammals (Grant et al. 2009). Periodicity in
moon-related cues appears to be related to changes in the intensity of moonlight, time of
moonrise, the solar cycle and the movement pattern of the moon across the night sky
(Leatherland et al. 1992). All these changes provide a set of environmental cues that assure
transportation, foraging and reproduction in favourable environmental conditions (deBruyn &
Meeuwig 2001, Takemura et al. 2010). In addition, it is likely that fishes are aware of
gravitational (tidal) and geophysical forces that occur as a result of the changing position of the

earth relative to the moon and sun.
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Synchrony of larval release with a semi-lunar cycle is related to a better defence of the
broods in colonial nesting species (such as Helcogrammoides chilensis), with a consequent
reduction in mortality rates, and a decrease in the cost of parental care of offspring (Robertson

et al. 1990).

H. chilensis exhibits a semi-lunar pattern, with a hatching maximum in the new moon
phase. According to Robertson et al. (1990), this situation would favour larval dispersion given
the higher tides that characterize the new moon phase. Warranting consideration is that the
new moon phase is related to low luminosity, which provides a higher probability for the
recently hatched larvae to escape from their predators, increasing their survival rates. This
situation is correlated with the lack of significant hatching in the full moon phase, because high

luminosity makes the recently hatched larvae evident to the predators.

Hatching not only in the new moon phase, but also in the first and third quarter moon,
indicates that H. chilensis hatching pattern is temporarily spaced, which reduces competition
for the recently hatched larvae in the water column, as not all larvae hatch at the same time,

therefore reducing the probability of mortality from starvation (Robertson et al. 1990).

Increment widths measured in larval H. chilensis were similar to those increments close
to the nucleus measured in otoliths of juvenile triplefins from New Zealand, described as very
fine (between 0.5 and 2 pum) and dark (Kohn and Clements 2011). The microincrement
trajectories were higher for those individuals that hatched in a new moon phase; this reveals a

higher individual growth rate compared to those hatched in different phases.

There is a lack of information on the reproductive biology and early life history of H.

chilensis, therefore it is important to continue studies of this type to fully comprehend the
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dynamics of the population and estimate the larval supply that is settling and finally recruiting

to the adult population.
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Tables

Table 1. Temporal variations in the number of larval Helcogrammoides chilensis, abundance

(ind 1000 m™) and size (length, mm). SD = one standard deviation.

Sampling date N Total abundance  Size range Mean size
(ind 1000 m™) (mm) +SD

2 September 2010 88 502.30 3.04-2567 7.25+3.56

9 September 2010 518 5288.95 2.88-19.86 5.41+1.65

4 October 2010 241 1168.78 3.11-16.68  8.39+2.09

Table 2. Least square linear models of population growth of larval Helcogrammoides chilensis
for each sampling cruise and for all seasons (global model). The intercept corresponds to the
hatch size (mm) and the slope to the growth rate (mm day™') estimated for the models. SE = one

standard error.

Intercept SE Slope SE F P
2 September 2010 5.435 0.332 0.145 0.016 86.48 <0.01
9 September 2010 5.396 0.160 0.156 0.008 347.84 <0.01
4 October 2010 6.230 0.206 0.147 0.010 213.79 <0.01
Global model 5.684 0.126 0.152 0.006 594.09 <0.01
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Table 3. Rayleigh and Rao’s spacing tests for the distribution of back-calculated hatching

events over the lunar month for Helcogrammoides chilensis.

Sampling Rayleigh R P Rao's U P

2 September 2010 0.385 <0.001 248 <0.001
9 September 2010 0.849 <0.001 518 <0.001
4 October 2010 0.362 <0.001 312 <0.001
Global model 0.519 <0.001 347 <0.001
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Table 4. Least square linear models of larval trajectories according to the lunar phase.

The

intercept corresponds to the initial microincrement width (um) and the slope to the

microincrement increase rate (um microincrement’') estimated for the models. SE = one

standard error.

Intercept SE Slope SE F P
New moon 1.04 0.037 0.015 0.0015 91.67 <0.01
Full moon 0.98 0.025 0.012 0.0009 174.96 <0.01
Ist quarter moon 1.14 0.026 0.010 0.0011 87,56 <0.01
3rd quarter moon 1.12 0.032 0.009 0.0011 60.05 <0.01
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Figure captions

Figure 1. Size distribution frecuency histograms for the three oceanographic samplings carried

out in 2010: a) September 2™, b) September 9™ and ¢) October 4™.

Figure 2. Helcogrammoides chilensis otholith microstructure: a) Larval lapillus and b) Larval
sagitta. N: Nucleus, HM: Hatch mark, MI: microincrements. The segmented line corresponds
to the measure from the nucleus to the hatch mark and the continuous line to the width of the 5

marginal microincrements.

Figure 3. a) Larval growth of Helcogrammoides chilensis; the continuous line corresponds to
the growth according to the linear model and the segmented line, to the growth according to the

Gompertz model. b) Instant growth rates based on age, according to the Gompertz model.

Figure 4. ROGTI values of H. chilensis from the 3 samples according to their development
stage: a) pre-flexion and b) post-flexion. Median, quartiles, minimum and maximum values of

ROGTI are shown.

Figure 5. Distribution of hatching abundances of H. chilensis throughout the year. Filled

circles represent new moon and open circles, full moon.
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Figure 6. Distribution of hatching over the lunar cycle for a) all sampled larvae, b) larvae
sampled on September 2™, ¢) on September 9" and d) on October 4™ . The perpendicular line

corresponds to the angular media and the horizontal line, to the 95% confidence interval.

Figure 7. Larval otolith growth trajectories for a) individuals hatched in full or new moon and

b) hatched in first or third quarter moon.
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