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Deformacion de la Aleta Caudal en Alevin de Salmoén del
Atlantico Salmo sala), en Etapa de Saco Vitelino

Deformation of the Caudal Fin in Atlantic Salmon fry (Salmo salar), in the Yolk Sac Stage
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RESUMEN: En este estudio se analiza una deformacién que afecto la aleta caudal de los alevines de salmén debaltidmtico (
salar) y que les proporcioné un aspecto de “cola aguzada”. Al momento de la eclosién se observaron completamente normales pero la
deformacion se detect6 con posterioridad. El objetivo de este trabajo es describir los cambios anatomicos e histola@gtasdedal
deformada del alevin de salmon del Atlanti8al(no sala). Para esto se utilizaron 60 alevines para realizar analisis de laboratorio y descartar
la presencia de patdgenos virales o bacterianos. Otros 60 alevines con un estado de desarrollo entre 600 y 700 Unidadesrtélaoias
(UTAs) fueron anestesiados con Benzocaina 5 %, fijados en formalina al 10 % pesados y medidos. De estos un grupo dg1¥ alevines
normales y 15 deformes) fueron sometidos a la técnica de Hanken y Wassersug para evaluar Lepidotriquias. Los otros (28 alevines
normalesy 15 deformes), fueron procesados mediante las técnicas histoquimicas: H&E/azul de Alcian para evaluar lassdrsttddisicas
generales. Adicionalmente se utilizé técnicas inmunohistoquimicas para reconocer la ubicacion y la presencia de lose8atess de
Sonic hedgehog (Shh) para la formacion de Lepidotriquias. A los valores obtenidos para las variables cuantitativas pesde/daegpo,
largo y ancho de aleta caudal, se les realizo estadistica descriptiva y fueron sometidos a prueba de normalidad de Shagsiro-Wilk
diferencias observadas entre peces normales y deformes, fueron analizadas mediante prueba t de Student o U de MadizaMbibredy, uti
paguete estadistico IBM SPSS 20.0. La deformacion se observé desde las 600 UTA. El peso de los alevines deformes fie Isisnilar al
peces normales (p>0,05), lo mismo sucedié con la longitud de la aleta (p>0,05). Por el contrario, el ancho de la aéétardeddael muy
reducida (p<0,05). El fenotipo de aleta aguzada presenté un cambio en la integridad de los bordes, fracturas de Lepiaefigeiasis
de la aleta caudal de los alevines deformados presentd sus centros de sefializacién Shh activos, pero el blastema s&etdayos pre
vasodilatacion, congestion y hemorragias. La presentacion de este caso se relaciond con incrementos bruscos de terspkrsinmalperi

PALABRAS CLAVE: Salmén del Atlantico, Salmo salar deformacién, aleta caudal.

INTRODUCCION

Quint et al. (2002) describieron que el patrén éseonorfogeno Shh durante un episodio accidental que estuvo re-
en la aleta caudal puede ser alterado por la expresion ectéfcéonado con cambios de la temperatura.
de morfégenos tales como Sonic Hedgehog (Shh) y protei-
na morfogenética del hueso (BMP2b). Como hasta el momento no se ha reportado las ca-
racteristicas morfologicas de la aleta aguzada en estadios
En 2015 Roja®t al realizaron la descripcion de la post eclosionales tan tempranos, en este estudio se presenta
aleta caudal normal del alevin de Salmén del Atlantco (una deformacion de la aleta caudal que afecto a los alevines
salar). En el presente se realiz6 un andlisis comparativo den saco vitelino de Salmon del Atlanti&@a(mo salay en
los cambios anatémicos e histoldgicos de la aleta caudal deBur de Chile, durante el afio 2012, caracterizada por pre-
alevin post-eclosional deformada y se evalud la expresion dentacion de la aleta caudal con aspecto de agplaada”.
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MATERIAL Y METODO Veterquimica) disuelta en el agua a una dosis de 800 mg/l, (de
acuerdo a normas éticas de investigacion con animales), luego
fueron fijados en formalina tamponada al 10 %, por 48 horas.

Las ovas fueron obtenidas de reproductores que redfirevio a su procesamiento se evaluaron las caracteristicas
zaron su ciclo de vida completa en agua dulce, las cualesvsarfoldgicas de la aleta caudal tales como longitud y ancho.
caracterizan genéticamente por presentar un locus de

rasgo cuantitativo (QTL) para la resistencia a la necrosis Para la descripcion morfolégica mesoscopica se utili-

pancredtica infecciosa (IPN). zaron 30 alevines, los que fueron sometidos a digestion proteica
(tripsina) y expuestos al colorante azul de Alcian, que tifie de

Las ovas (N=3.661.281) fueron incubadas enolor azul a los glicosaminoglicanos de las Lepidotriquias
piscicultura primaria a temperaturas que variaron entre los §Rojaset al, 2015). Los ejemplares diafanizados fueron ob-

a & C (temperatura de rio) hasta las 306 y 319 Unidades téervados y fotografiados con un microscopio Zeiss Axiostar

micas acumuladas (UTAs). Posteriormente fueron trasladaus que tiene polarizadores adaptados.

das a una piscicultura definitiva, siendo la temperatura de in-

greso de 3C, luego se llevo a cabo, un proceso de aclimata- Para la descripcion histologica se utilizaron 30 alevines

cidn, que consistid en incrementar la temperatura de cultilas que fueron incluidos en paraplast, seccionados en cortes

de forma gradual hasta llegar a 1035 Repentinamente, el sagitales seriados darh de espesor, posteriormente los cortes

sistema presentd un aumento de la temperatura hasta loguk®on procesados mediante técnicas histologicas de rutina H

°C. Transcurrido 5 dias de iniciado el evento se redujo la te&E lo cual permite observar la histologia general de la aleta.

peratura a 8C (a razon de un grado por dia). Después de 25

dias se realiz6 una aclimatacion previa al traslado a la fase de  Para evaluar la expresion de la proteina Sonic hedgehog

cultivo de primera alimentacion, subiéndose la temperatuf@HH), se utilizaron los mismos 30 alevines del analisis

de cultivo gradualmente a 1G. Durante el cultivo la satura- histolégico, se realizé una técnica inmunohistoquimica con el
cién de oxigeno fue de 100 % (normoxia). anticuerpo anti Shh (Shh, H-160, Santa Cruz). Desde los
alevines incluidos en paraplast, se obtuvieron cortegide 5
Para la descripcion morfoldgica macroscépica se reeen micrétomo Microm (HM315R) los cuales se adhirieron a
liz6 un andlisis de 638 peces, pertenecientes a tres lotes, nportaobjetos con carga positiva (Citoglas). Se adhirieron 5
tenidos en 3 unidades de cultivo diferentes, utilizando uicartes por portaobjeto, considerando un total de 2 portaobjetos
lupa esteroscoépica (Leica). Los hallazgos en la aleta caugal alevin. La recuperacion de antigenos fue realizada en
fueron clasificados como normales (sin hallazgos), levesvaporera por 40 minutos, con los cortes sumergidos en Antigen
moderados (se observaba una alteracion de la forma de la alenasking solution (Vector). Se realiz6 bloqueo de peroxidasa
ta caudal) y severo (se observaba un plegamiento de los ragnddgena con perdxido de hidrégeno en metanol y bloquéo
de la aleta caudal, dando la apariencia de una aleta aguzaid&specifico de proteinas con PBS+BSA al 3 %. Para la
incubacion con el anticuerpo primario Shh (Shh, H-160, San-
Con el fin de conocer el estado sanitario de los pecéa,Cruz) se us6 una dilucion 1:100 en buffer fosfato salino
se realizd analisis de laboratorio de 60 especimenes, para(@8S). Para la deteccion del anticuerpo primario se incubd
terminar la condicion sanitaria respecto del Virus de la necrosisn polimero conjugado con anticuerpo anti conejo
pancredtica infecciosa (IPNV), Virus de la anemia infeccioseperoxidasa de rdbano (HRP) (Zymed) durante 15 min. Como
del salmén (ISAV),Piscine orthoreovirugPRV1,2 y 3), sustrato para la HRP se usé diaminobencidina (DAB, Vector

Flavobacterium psychrophilumy Renibacterium Labs). El control negativo estuvo dado por el desarrollo de la

salmoninarunde acuerdo a las condiciones para la reaccid@cnica inmunohistoquimica completa, pero sin considerar los

en cadena de la polimerasa (PCR), secuencias de partidoraatycuerpos primarios. Como control positivo interno se con-
sondas previamente descritas (Blekal, 1995; Wiklundet  siderd la notocorda. Los cortes sagitales seriados de los peces
al., 2000; Chaset al, 2006; Snovet al, 2006; Olseret al, fueron analizados consignando los tejidos que fueron marca-

2015; Takancet al, 2016). Adicionalmente muestras dedos positivamente.

branquias y rifién fueron inoculadas en agar tripticasa soya

(Whitman, 2004) y Anacker & Ordal (1959) e incubadas a 2&n4lisis estadisticoA los valores obtenidos para las varia-

°C y 15°C, respectivamente para la determinacidn deles cuantitativas peso y longitud de cuerpo, largo y ancho de

patégenos bacterianos. aleta caudal, se les realiz6 estadistica descriptiva y fueron so-
metidos a prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. Las dife-

Adicionalmentese procedi6 a analizar otros 60 alevinesencias observadas entre peces normales y deformes, fueron

gue tenian entre 600 y 700 UTAs, los cuales fueron pesadaanalizadas mediante pruebat de Student o U de Mann Whitney,

posteriormente sacrificados con Benzocaina al 5 % (BZ-20@tilizando el paquete estadistico IBM SPSS 20.0
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RESULTADOS

Cuando se compararon, las tres unidades de cultivo  El peso de los alevines normales fue similar al de
(lote) de la piscicultura se encontraron alevines deformpgso de alevines deformes (p>0,05), al igual que la longitud
en las tres, pero hubo diferencias en la frecuencia y porcée-la aleta caudal (p>0,05) (Fig. 1) y el ancho de la aleta de
taje de los peces severamente deformados, estando muesa@levines deformes fue inferior (mediana 1mm) al de los
mas afectada la linea 1 de incubacién con un 18,6 % &gvines normales (mediana 3,5 mm) (p<0,05) (Fig. 2, Ta-
comparacion con las otras dos lineas que presentaron dd#ll).
9,8 %y 9,5 % (Tabla I).

Todos los andlisis de laborato-

o o] rio realizados para evaluar el estado
sanitario de los peces resultaron nega-
tivos, indicando que los peces no pre-
sentaban patégenos virales ni tampoco
] presentaban patdgenos bacterianos.

§

g
|
1

5

27 En los alevines eclosionados
(475 UTAS) no se observaron cambios
morfolégicos, pero a las 600 UTAs se
visualizdé una deformacion en la aleta
] ] caudal, la cual evolucion6 en frecuen-
ciay severidad hasta los 700 UTA (Ta-

‘ . 1 bla |, Figs 3A, alevin normal, 3B, aleta
A T B e moderadamente deformada), 3C y 3D

e aleta severamente deformada).
Fig.1) Diagrama de cajas de la longitud de la aleta caudal en milimetros (mm) en
alevines de Salmon del Atlantic®dlmo salaynormales y deformes. Fig. 2) Diagra-
ma de cajas del ancho de la aleta caudal de alevines de Salmoén del Ataitioo (
salar) normales y deformes.

Largo_Aleta mMm
Ancho_Aleta MM

(1]

20 =

Tabla I. Frecuencia de deformacién y severidad de los hallazgos morfolégicos observados en la aleta caudal de unidades de
cultivo. de Salmon del Atlanticés@lmo salay analizados.

Unidad de cultivo-lote Normal Deformacion aleta caudal leve a Deformacion aleta caudal
moderado Severo
Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje
Linea 1 Lote 3 231/334 69,1 % 41/334 12,3 % 62/334 18,6 %
Linea 3 Lote 4 200/256 78,1 % 31/256 12,1 % 25/256 9,8 %
Linea 5 Lote 6 258/316 81,6 % 28/316 8,9 % 30/316 9,5%

Tabla Il. Descripcién estadistica de las variables peso (g) y longitud del cuerpo (mm) y largo y ancho de la
aleta (mm) en alevines de Salmoén del Atlantisaliho salay normales y deformes.

Variable Grupo N Min Méx Promedio DE SEM
peso d Normal 15 70 18 132 34 0.87
S0 AeCURPO peforme 15 90 16 114 1.6 0.42
Long decucrpo  Norml 15 18 2 193 12 0.30

Deforme 15 17 22 19,7 1,5 0,39
Largo deaeta Normd 15 20 3.5 2.6 04 0.11
Deforme 15 20 3.5 25 04 0.11
Ancho de Normal 15 25 40 33a 07 0.18
nehodealeta 1y rme 15 1,0 2,0 12b 03 0,81

a, b: Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)

1633



ROJAS, M.; PELLON, M.; CERDA, C.; ULLOA, R.; SUAREZ, R.; GODOY, M. & DEL SOL, M. Deformacion de la aleta caudal en alevin de Salmén del AtlaStidm¢ salay, en etapa de
saco vitelino. Int. J. Morphol., 38(6)1631-1638, 2020.

Fig. 3. Diferentes estados de deformacion de la aleta caudal 3A. Nnormal; 3B. Deformacién moderada; 3C. deformacion severa y 3D
cuadro de deformacioén severa de la aleta caudal, con fusién de lepidotriquias.

En las aletas caudales de los alevines normales,
rayos dérmicos llamados Lepidotriquias presentan gran ¢
tidad de glicosaminoglicanos y se pueden visualizar
diante el azul de Alcian (Fig.s 4y 5). Cada Lepidotriquil
presenta segmentos cortos separados por articulaciong
en la parte mas distal terminan en Actinotriquias (Fig.s 4
5). Las Lepidotriquias estan revestidas por escleroblast

Después de las 600 UTAs de incubacién, se evidg
ciaron los primeros cambios morfolégicos: a) ausencia
surco entre los I6bulos dorsal y ventral b) las Actinotriquia
se pliegan y adhieren entre ellas (Fig. 6), c¢) desorga
zacion de las Lepidotriquias, ondulacion y fractura de ellg
(Figs. By 7), d) se pierde la forma de abanico y adquie
la forma aguzada (Figs. 3C, 3Dy 8), presentando una bs
de 3 mm que se reduce a 1+0.5 mm en el extremo distal.
pierde totalmente el ordenamiento espacial de rayos
interrayos y la distancia entre ellos (Figs. 3C, 3D, 8).

En los alevines deformes también se encontrars
las Lepidotriquias (revestidos por escleroblastos (son co
parables a células ostedgenas) de los cuales podemod
sus nucleos aplanados (Figs. 9y 10). En las zonas interra
observamos vasos sanguineos de distinto calibre ocup
do la mayor parte de ella (Figs. 9y 10). Ademas soluci
nes de continuidad en el endotelio (ura 11) y zong
hemorragicas (eritrocitos, linfocitos, nucleos). Efjg 4. Aleta de alevin de 760 UTAs normal. Los rayos o
morfégeno Shh resulto positivo en nlcleos de célul@sidotriquias (L), estan mas separados en la region distal (D) que
basales de la epidermis, y en escleroblastos dela proximal (P), Interrayos (In) segmentos (s). articulaciones
Lepidotriquias, como también en su control positivo quU@R). Actinotriquias (A). Técnica de Hanken y Wassersug, y
era la notocorda (Figs. 12 y 13). microscopia de polarizacion 100X.
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Fig. 5. Aletade alevin normal de 760UTAs. Actinotriquias-ig. 6. Aleta con deformacion inicial de alevin de 760 UTAs.
(A), Lepidotriquias (L). Técnica de Hanken y Wassersugl.a Actinotriquias (A) mas periféricas se doblan. Técnica de
y microscopia de polarizacion 100X. Hanken y Wassersug y microscopia de polarizacion 100X.

Fig. 7. Aleta moderadamente deformada de alevin de 760g. 8. Es una aleta aguzada de alevin de 760 UTAs. Las
UTAs. Algunas Lepidotriquias estan dobladas y fracturaepidotriquias son muy delgadas, débiles, se fracturan (ver

das (ver flechas). Las Lepidotriquias(L) no son homoflechas) y se adhieren unas a otras en la parte mas distal
géneasy se juntan en la region mas distal, disminuyende la aleta. Técnica de Hanken y Wassersug, y microscopia
los segmentos interrayos. Técnica de Hanken ge polarizacion 100X.

Wassersug, y microscopia de polarizacion 100X.
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Fig. 9. Corte histologico de la region mas distal de la aleta caudag. 10. Corte histolégico de la regién méas distal de la aleta caudal
deforme de alevin de 700 UTAs. Se observan Lepidotriquias (lgeforme de alevin de 700 UTAs. Escleroblastos (E) en las

Zonas interrayos (In) con vasos sanguineos (Vs). 400X, En el reciepidotriquias (L) y vasos sanguineos (Vs) en los espacios interrayos
dro se ve una vision panoramica de la aleta. H-E azul de Alcian(In). 1000X H-E azul de Alcian.

Fig. 11. Corte hlstologlco de la aleta caudal deformada. En las zonas |nter-rayos (ln : 3 uf el ,,'
Los vasos sanguineos presentan solucion de continuidad del endotelio (ver flq%a)12 Notocorda (N)de alevin con deformacmn

1000X. de la aleta caudal. Control positivo para Shh. 200X
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La formacion de las Lepidotriquias se inicia por el
contacto de la epidermis con el tejido mesenquimético sub-
yacente. Segun Akimenlet al (2003) la epidermis tiene
un papel fundamental en el proceso de formacion de
Lepidotriquias. En este estudio se pudo observar la presen-
cia del morfégeno Shh en la capa basal de la epidermis y
también en los escleroblastos de las Lepidotriquias y
endotelio de algunos vasos sanguineos. Esto se relaciona
con los estudios de Wargelies al (2009) y Rojast al
(2016) que sugieren que Shh puede ser usado como un mar-
cador de proliferacion de osteoblastos o escleroblastos. Otros
autores, como Laforest al. (1998) y Roja®t al (2014),
indican la importancia de los genes Shh en la formacion de
los patrones de las Lepidotriquias, existiendo una gradiente
de sefalizacion de Shh que regula la expresion diferencial
de genes de una manera dependiente de la concentracion.
Este morfégeno siempre produce inmunomarcacion en la
notocorda del salman, por lo tanto, se utiliza esta estructura
como control positivo (Rojast al, 2015).

Existen varios factores ambientales que pueden cau-
sar deformidades de la aleta caudal, incluidos los efectos
producidos por altas temperaturas, la contaminacion por
metales pesados, los efectos de la polucién (Jatvat
s 2018), o los efectos producidos por luz continua en el desa-
: ,;é%, 7 rrollo 6seo (Wargeliust al). Nosotros descartamos los fac-

— . tores sanitarios debido a que los peces resultaron negativos
Fig. 13. Corte transve'rsgl de aleta c._audal de alevin_defqrm_e de %Pﬁatégenos virales y bacterianos. En este caso, la causa fue
UTAs. Se observa Epitelio de revestimiento (E) Lepidotriquias (Lt;;ocida y estaba relacionado con cambios bruscos de la
Los nlcleos de la capa basal del epitelio de revestimiento (ver fle- .
chas) y de los escleroblastos son inmunopositivos (ver flechas). 20 per_e}tura del agua y'aunque no fue alterado e_l m_vel de la
expresion de los morfégenos Shh desde el epitelio, hubo
cambios histoldgicos en el blastema interrayos lo cual afec-
] té la formacion de las Lepidotriquias. Descartamos a la
DISCUSION hipoxia como factor etiolégico, porque en hipoxia aumen-
tan los brotes angiogénicos y el nUmero de vasos sangui-
neos, lo cual en este caso no ocurre y ademas porque la

En las tres unidades de cultivo de la piscicultura s$gpoxia en alevines se relaciona con deformidad de la co-
encontro mas de un 80 % de los alevines normales y mengsna vertebral (Castro Sanchetzal, 2011) y no por de-
de un 20 % estaban deformes. El hecho de que los alevifigsidad de aletas. Una vez establecidas las condiciones de
presentaron una aleta caudal de menor ancho tomando &il@vo la condicion descrita disminuye significativamente
forma aguzada, impide la normal natacion. En los peckrasta llegar a cero.
adultos la aleta se puede regenerar completamente (Mari-

Beffaet al, 1999; Rolland-Lagaat al, 2012), sin embar-

go, en los alevines severamente deformados, esto no otC®@NCLUSIONES. La deformacién se observa desde los
o6, no obstante, estos mostraron sefiales que indicabag®® UTAs, Lepidotriquias de la aleta caudal se desorgani-
presencia de centros emisores de morfdgenos activos. Adn, fracturan y no se regeneran. Existe también una
gunos autores como Nakatatial (2008) han explicado vasodilatacion y solucién de continuidad de endotelio y he-
que se tiene que gatillar la migracion de célulagorragias en las zonas interrayos. Los centros emisores de
mesenquimales desde el blastema para que pueda ocurrégiiales para la regeneracion de Lepidotriquias permanecie-
regeneracion de la aleta caudal. En los alevines este proaggpactivos en la epidermis pero el blastema subyacente es-
no ocurrio debido a las alteraciones encontradas en los wba alterado en los peces que enfermaron. Este defecto se
sos sanguineos, del blastema como soluciones de contirgitillaria por errores del manejo perieclosional, como cam-
dad, hemorragias y bacterias. bios bruscos de la temperatura.

ot
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