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RESUMEN: Los salménidos, durante su desarrollo, pueden experimentar ocasionalmente deformaciones esqueléticas. Para
su diagnostico se emplean diversas metodologias, entre las que se incluyen radiografias, técnicas histolégicas, diafanizacion c
tinciones de alizarina y azul de alcian, asi como el uso del microscopio electronico de barrido (SEM), cada una contsss inheren
ventajas y desventajas. Este estudio tuvo como finalidad evaluar y comparar la eficacia de la tomografia microcomputadzada (Mi
CT) para el andlisis anatomico, reconstruyendo tridimensionalmente las imagenes y contrastandolas con los resultados obtenidos
mediante la técnica de diafanizacién. Se analizaron las aletas caudales de cinco ejemplares @acalmgaohus kisutcldos
sujetos a diafanizacion y tres procesados para analisis mediante Micro-CT utilizando el equipo BRUKER SkyScan 1272. La técnica
de Micro-CT demostro superioridad en la resolucién de las estructuras 6seas, facilitando una exploracion detalladecamkss varia
morfolégicas y la distribucion de la densidad mineral. Este enfoque permitid identificar anomalias en la morfologia ytordeimien
las ultimas vértebras y lepidotriquias dorsales, asi como una densidad incrementada en lepidotriquias dorsales malfioryadas. La
resolucion proporcionada por la Micro-CT no solo potencia nuestra comprension de la ontogenia piscicola y su adaptaniés a ambie
diversos, sino que ademas inaugura perspectivas innovadoras para el estudio de la evolucion de las estrategias locemotoras y la
respuestas adaptativas frente a cambios ambientales a través del tiempo.

PALABRAS CLAVE: Aleta caudal; Lepidotriquias; Rayos 6seos; Micro-CT; Microtomografia computarizada; Densidad
mineral; Diagndstico rapido; Comparacion de técnicas; Innovaciones en imagenologia.

INTRODUCCION

El salmon, con uno de los ciclos de vida mas En laindustria de la salmonicultura, se han llevado a
complejos entre los vertebrados (Noélal, 2018, 2020), cabo numerosos estudios que emplean radiografias de rayos
experimenta la eclosion de las ovas y una etapa de vidgara evaluar aspectos morfo-anatémicos de la columna
juvenil en agua dulce, seguido de las etapas de crecimienggtebral de los peces (Wittehal, 2001, 2015). Ademas,

y de maduracion, las que transcurren en el océano. Una eéznicroscopio electronico de barrido (SEM) ha sido
alcanzada la madurez sexual, el salmén regresa a su halgjéaeralmente utilizado para examinar el tejido dseo, debido
inicial de agua dulce, para reproducirse (Nallal, 2018, a su capacidad para proporcionar una alta resolucion espacial,
2020), y posteriormente morir, como es el caso del salm@ran profundidad de campo, asi como un extenso campo de
Coho (Oncorhynchus kisutch). Este salmon se distingwision (Shatet al, 2019; Liacet al., 2023).

particularmente por la plasticidad de su tejido 6seo, el cual

experimenta cambios estructurales y funcionales, El corte histolégico seriado, pese a ser un método
frecuentemente asociados con la formacion de un Kype ydatensamente empleado en la investigacion, presenta
migracion halastasica de calcio en los machos (Wéten inconvenientes tales como la pérdida eventual de tejido y en
al., 2015; Rojas Raucet al, 2016). algunos casos presencia de distorsiones, las que dificultan u
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obstaculizan la reconstruccion tridimensional de laamarfio de pixel de la camara defth®con un binning de
estructuras anatdmicas. El problema del grosor limita@x2, resultando en un tamafo de pixel de imagen de
de las secciones histoldgicas, asi como los desafios técnitd900004um. La reconstruccion de las imagenes se
asociados al manejo de material calcificado han restringicealizé utilizando el software NRecon, version 1.6.9.18.
de manera importante el uso de las técnicas histologi@esaplicé una correccién de artefactos de anillo y se ajusté
en estos estudios (Rojas Raetal, 2016). No obstante, la post-alineacién a 18.50, optimizando asi la claridad y
en nuestro laboratorio, hemos implementado las técnigagcision de las imagenes reconstruidas. No se utilizé
de diafanizacion y tincion con azul de Alcian y Rojo daingun filtro en el Micro-CT durante el escaneo. Este
Alizarina (Hanken & Wassersug, 1981) las que nos hamfoque fue apoyado por el uso de Python y sus librerias
posibilitado estudiar el tejido 6seo del viscerocraneespecializadas: NumPy, Scikit-image, Pandas, Matplotlib,
columna vertebral y aletas, permitiendo realizay Seaborn en procesamiento de imagenes y analisis
evaluaciones tridimensionales de las muestras mediaattadistico, empleando algoritmos especificos para la
el uso de una lupa estereoscépica o un microscopstandarizacion de imagenes, la segmentacién basada en
invertido. Sin embargo, el prolongado tiempo de aplicaciarmbral y la medicién cuantitativa de areas de interés. En
y andlisis que requieren dichas técnicas entra a menuddPgthon, aplicamos el célculo del Rango Intercuartilico
conflicto con la necesidad de obtener diagnosticos rapidd@R) con el objetivo de detectar y excluir los valores
por parte de la industria salmonera. Ante estos desafiosalgpicos. Para la limpieza de la imagen para mejorar la
tomografia microcomputarizada (Micro-CT) emerge comdeteccion de areas de mineralizacion, utilizamos el
una metodologia vanguardista, capaz de investigar tejidsiguiente cédigo y obtuvimos 105 filas de mediciones de
mineralizados en cortos periodos, impulsando asi mineralizacion:
diagndstico y la investigacion.

deteccion_limpia=morphology.remove_small_objects(deteccion,

Este estudio se propone: 1) Evaluar la aplicabilidadin_size=10)
de la tecnologia Micro-CT en la identificacién de laleteccion cerada=morphology.remove_small_holes(deteccion_limpia,
morfologia 6sea en la aleta caudal @ekisutch 2) area_threshold=50)

Contrastar estos hallazgos con aquellos derivados de la

técnica de diafanizacién y tincién con rojo de Alizarina; y La técnica de Micro-CT, complementada con

3) Analizar la distribucion y densidad mineral en los rayasnalisis computacional avanzado, se revela como un

6seos o lepidotriquias de la aleta caudal. enfoque prometedor para la investigaciéon biomédica y
ecolbgica, permitiendo la visualizacién y cuantificacion

MATERIAL Y METODO detallada de la mineralizacién en tejidos duros. Este método
ofrece una ventana Unica al estudio detallado de las

Este estudio se centrd en la evaluacién anatomicaglaptaciones 6seas y minerales en salmdénidos,
composicidn de minerales de cinco especimenes de salmdéntribuyendo significativamente a nuestra comprension
Coho Oncorhynchus kisutgheutanasiados conforme ade su biologia esquelética y abriendo nuevas vias para
protocolos éticos aprobados por el Comité Etico-Cientifidaturas investigaciones en biologia y ecologia acuatica.
de la Universidad de La Frontera, ACTA N° 061-20,
utilizando una solucion de Benzocaina al 5 % (BZ-20GRESULTADOS
Veterquimica) a una concentracién de 800 mg/l. Dos de
los especimenes fueron sometidos a diafanizacién seguida La utilizacion de la tomografia microcomputarizada
de tincidn con Rojo de Alizarina, mientras que los restant@dicro-CT) en este estudio permitié la visualizacién
se procesaron para analisis mediante tomografdatallada y tridimensional de la estructura 6sea de la aleta
microcomputarizada (Micro-CT, modelo BRUKERcaudal de salménidos, desde mdltiples angulos (Fig. 1).
SkyScan 1272), tras fijarse en formalina al 10 % y s@bservamos la morfologia de los huesos implicados en el
adecuadamente preparados para garantizar la ausenciplégamiento del I16bulo dorsal de la aleta, relacionados
humedad. especificamente con las vértebras preurales 2 y la uUltima

vértebra, denominada&entrum (CC). Ademas,

La configuracion de escaneo de Micro-CT s@entificamos una proliferacion excesiva de lepidotriquias
optimizé para equilibrar claridad, tiempo y calidad deortas, a las que denominamos lepidotriquias accesorias,
imagen. La adquisicion de datos se llevd a cabo con urrgginadas desde las espinas neurales de la vértebra preural
rotacion de 360de la muestra. El escaneo se realizd cah(Fig. 2A). Estas estructuras presentan deformaciones tales
una configuracion especifica que incluyé un voltaje deomo dobleces, curvaturas y fracturas, patrones similares
fuente de 40 kV y una corriente de 215 uA, utilizando usbservados en los huesos hipurales H4 y H3.
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Fig. 1. A. Aleta caudal de Alevin de Salmén obtenida en el Micro-CT BRUKER SkyScan 1272, mostrando la estructuraBhatural;
Imagen en Escala de Grises, resaltando los contrastes internos sin la influencia déCcémoagen Umbralizada con Valores de
Densidad Relativa separadas en dos grupos: perimetro y area, donde las areas mas claras indican mayor densidad, nudacémtasscon an
rojas para destacar las zonas de interés en la aleta caudal. El conjunto de datos analizado comprende un total de 105 elementos

~ Latécnica de diafanizacion complementada cogegmentaciones y bifurcaciones. Esta técnica, aplicada al
tincién de Rojo de Alizarina (Fig. 2B) también reveld lagez completo, resalta el tejido 6seo mediante la afinidad del

aletas en tres dimensiones, permitiendo la observacion @orante por el calcio, evidenciando deformaciones y
plegamientos de lepidotriquias, zonas interlepidotriquiagiegamientos en la aleta caudal.

Dorsal

Ventral Ventral

Fig. 2. Plegamiento y deformacion de las lepidotriquias de la aleta cAuddgunas de las lepidotriquias principales del I6bulo dorsal
se han plegado (Pleg). Lo mismo ocurre con las lepidotriquias periféricas subyacentes que son mas cortas y deformauidst(lDefad e
(L), vértebras preurales 3 (PU3), vértebras preurales 2 (PC2ytyum(CC). El arco neural de la vértebra preural (npu2) presenta un
exceso de lepidotriquias que estan dobladas. Se observa el l6bulo dorsal (L. dorsal) y el ventral (LByémtagign de una aleta
caudal sometida al proceso de diafanizacion y tincién con Rojo de Alizarina (Barra de calibracién: 5 mm para Ay B).

Lepidotriquias y zonas interlepidotriquias. Lagle piel e interlepidotriquias, mientras que el Rojo de
lepidotriquias, estructuras anatomicas rayiformes en Adizarina resalta la abundancia de melanomacrofagos (Fig.
aleta, se destacan en la Figura 3. Estas estructuras, jlBBJ. Sin embargo, ambas técnicas ofrecen una vision clara
con las segmentaciones y bifurcaciones, estan envueliaslas lepidotriquias y sus bifurcaciones.
por un tejido 6seo calcificado. La Figura 3 compara las
lepidotriquias de la aleta caudal observadas mediari®rfologia de las vértebras caudales, arcos neurales y
Micro-CT (Fig. 3A) y diafanizacién con tinciéon de Rojohemalesla Figura 4 muestra una imagen de Micro-CT que
de Alizarina (Fig. 3B). La diferencia clave entre estasfrece una perspectiva lateral de la aleta caudal de un alevin
técnicas es la capacidad del Micro-CT de revelar las zoram deformacion dorsal. Es notable el reconocimiento de
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Dorsal

e = s LRI
Fig. 3. Lepidotriquias, interlepidotriquias, segmentos y bifurcaciones de la aleta cauttahgen de Micro-
CT. Las lepidotriquias (L) estan constituidas por segmentos (S), los que van aumentando en nimero a lo largo de
la vida del pez, determinando el crecimiento en longitud de la aleta. Las lepidotriquias también se bifurcan (ver
flecha) generando de este modo el crecimiento a lo ancho de la aleta. En ocasiones se observan soluciones de
continuidad (sc)B) Aleta caudal diafanizada y tefiida con Rojo de Alizarina. Las lepidotriquias poseen un
revestimiento éseo calcificado (color rojo). Entre ellas se disponen las interlepidotriquias (In), donde se observa
la presencia de abundantes melanomacréfagos (ver inserto en B). Ejes dorso-ventral y antero-posterior indicados
en el figurin de pez (Barra de calibraciéon: 5 mm para Ay B).

Dorsal

Fig. 4. Deformacion de las vértebras caudales y de los arcos
neurales. Imagen Micro-CT de aleta caudal de alevin ilustrando
las vértebras preurales PU2, PU3y CC. Desde la vértebra PU3 se
originan los arcos hemales hPU3 y los neurales nPU3, en tanto
que desde la vértebra PU2 derivan los arcos hPU2 , nPU2 y PH.
Desde la vértebra CC derivan H1, H2, H3, H4 y H5. Notar que los
cuerpos vertebrales estan constituidos por hueso esponjoso,
formado por una malla de trabéculas longitudinales y transversales
interconectadas. La deformacion mas evidente es la de CC y sus
estructuras derivadas (Barra de calibracién: 1 mm).
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anomalias en la forma y crecimiento de las lepidotriquiasiemas de presentar deformidades, tendencias a doblarse,
cortas, especialmente al comparar las dorsales con aqudllasonarse y fracturarse, muestran un incremento notable
en la region ventral. El cuerpo verteb@ntrum(CC) en didmetro. Asimismo, con la configuracion de los valores
muestra alteraciones significativas en forma y posiciomin_size=10y area_threshold=50, obtuvimos 43 elementos
Desde la vértebra preural 3 emergen los arcos hemales hpid@ Area Dorsal (m#) 43 elementos para Area Ventral

y neurales nPU3, y desde la vértebra PU2, los arcos helfmah?), 43 elementos para Perimetro Dorsal (mm), y 43
hPU2 y neural nPU2, asi como PH. Desde la vértebra @@&mentos para Perimetro Ventral (mm), los que fueron
se originan H1, 2, 3, 4 y 5. En este caso particular, @filizados para medir densidad relativa 6sea (0,422655) en
Centrumse presenta con una irregularidad notablégs lepidotriquias dorsales deformadas en comparacion con
desviandose de la forma vertebral tipica y desplazanddae de la regién ventral (0,125515), evidenciando
hacia la region dorsal. Esta vértebra y sus derivados, Hvariaciones significativas en la mineralizacion y estructura
H4, generan numerosas lepidotriquias principales quésea (Fig. 6).

Distribucién de Perimetro Dorsal y Ventral

[ Perimetro Dorsal
== Perimetro Ventral

==~ Promedio Dorsal: 0.06

-~ Promedio Ventral: 0.30

Desv. Est. Dorsal: 0.09

Desv. Est. Ventral: 0.37

Dorsal

Densidad

Perimetro (mm)

Fig. 6. Grafico de densidad para el Perimetro Dorsal y Ventral. El
gréafico sugiere que existe una diferencia en la distribucién del
Ventral perimetro entre las areas dorsal y ventral. El promedio del perimetro
dorsal es ligeramente menor que el del ventral, lo que podria indicar
diferencias en la morfologia o en la funcién de estas regiones. La
variabilidad del perimetro, medida por la desviacion estandar, es
mayor en la region ventral, lo que sugiere una mayor heterogeneidad
Fig. 5 Imagen Micro-CT de una vista lateral de aleta caudal. EN las caracteristicas de esta area. Estos hallazgos subrayan la
centrum (cc) presenta una forma altamente irregular y se encueﬂmaortancia de considerar la variabilidad regional al evaluar la
desplazado en direccién dorsal, generando una alteracion erimérfologia del saimon, y podrian tener implicaciones significativas
orden de las lepidotriquias. Las lepidotriquias dorsales deformadi@a €l estudio de su biologia y desarrollo.

presentan una mayor densidad 6sea (ver Tabla adjunta a la Figura)

(Barra de calibracién: 5 mm).

trabajos previos por Liaet al (2023) y Sakashitat al
DISCUSION (2019). La integracién de esta técnica en el analisis
morfoanatémico constituye un avance significativo para la
Utilidad de la tecnologia Micro-CT en estudios comprension detallada de la anatomia esquelética, la
anatémicos.El Micro-CT ha probado ser invaluable pargpatologia 6seay los procesos de mineralizacién en especies
identificar detalladamente estructuras 6seas en alevinesid&as. Ademas, facilita el diagnoéstico de transformaciones
salmon, especialmente en las aletas caudales, al revélamedticas en el esqueleto vertebral, provocadas por la
claramente deformaciones menores en las lepidotriquiastivacion inapropiada o la inactivacion de genes homeobox
Ademas, esta técnica ha permitido detectar cambidebido a mutaciones, que resultan en el desarrollo anémalo
significativos en las Gltimas vértebras, como en la vértebda estructuras corporales.
Centrum e identificar fragmentos de tejido esponjoso,
sefialando alteraciones profundas en la estructura vertebral  El estudio de Cumplidet al (2024) ilustra cémo
y los arcos neurales. los genes hoxb13a y hoxcl3a ejercen un control especifico
sobre la morfologia de la aleta caudal, regulando su longitud
La tecnologia Micro-CT permite mejorar la precisiory simetria, y promoviendo la diferenciacion entre los l6bulos
y la claridad de las imagenes y ha sido corroborada darsal y ventral. Este descubrimiento subraya el papel critico
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de la genética en la configuraciénestructural de la aleta cauygiaporcionando perspectivas valiosas sobre la influencia de
y sugiere una influencia directa sobre su densidad mineraictores genéticos y ambientales en la salud esquelética a lo
Tal hallazgo es un claro ejemplo de como el Micro-CT pued&rgo del ciclo de vida de los peces.
ofrecer perspectivas profundas en la interseccion entre la
genética, la anatomia y la biologia del desarrollo de IGONCLUSION
salménidos, abriendo nuevas perspectivas para la
investigacion de la evolucion estructural y las adaptaciones  En vista de los resultados obtenidos en este estudio,
funcionales en el reino acuatico. es evidente que la implementacién y perfeccionamiento de
técnicas de tomografia microcomputarizada (Micro-CT)
Comparacién de Micro-CT con las técnicas de representan un avance en la investigacion de la anatomia y
diafanizacion y tincién con Rojo de Alizarina.La patologia 6sea en peces, especialmente en salménidos. Las
comparativa entre la tomografia microcomputarizada y l&gsualizaciones detalladas y tridimensionales de estructuras
técnicas tradicionales de diafanizacion seguida de tinciéeeas complejas provistas por esta tecnologia, ha demostrado
con Rojo de Alizarina desvela ventajas significativas dger una buena herramienta para el entendimiento profundo
exploracion estructural observacional ofrecidas por el Microe procesos de mineralizacion y deformaciones esqueléticas,
CT, aunque a un precio econémico mas alto. El analisistogenia y adaptacion de los salmoénidos a sus ambientes
mediante Micro-CT puede completarse en un lapswturales y de acuicultura.
considerablemente breve, aproximadamente un dia, no
obstante, requiere la colaboracidon de especialistas en  Ademas, la aplicacion de algoritmos avanzados para
ingenieria para la reconstruccién tridimensional de lad analisis de datos obtenidos por Micro-CT ha permitido
imagenes. Contrariamente, el método de diafanizacibncgmparar las variaciones morfolégicas y alteraciones en el
tincion, aunque econémicamente mas viable y capaz w§ido 6seo mediante la radiodensidad presente en el tejido.
evidenciar la presencia de minerales como el calcio y de
células especificas en espacios interlepidotriquias en este  Mirando hacia el futuro, el refinamiento continuo de
estudio de melanomacréfagos, demanda un periodstas metodologias y el desarrollo de algoritmos mas
extendido para su aplicacion, variando entre 5 dias a vargadisticados permitiran avanzar en nuestro conocimiento
meses dependiendo del tamafio de la muestra. sobre la biologia ésea de los peces.

El empleo del Micro-CT para la visualizacién de Este enfoque no solo mejora el conocimiento
estructuras esqueléticas en alta resolucién permite wientifico sobre los salménidos, sino que también contribuye
evaluacion de la variabilidad estructural y la distribucion depracticas sostenibles en la acuicultura y la preservacion de
la densidad mineral de las muestras, marcando un avaecesistemas acuaticos.
en la comprension de la adaptabilidad biol6gica y las
estrategias evolutivas de los peces frente a cambi®&RADECIMIENTOS. Los autores desean agradecer el
ambientales. Este enfoque concuerda con hallazgos ajgoyo financiero de ANID a través del proyecto
investigaciones previas, como las reportadas pordtiab FONDEQUIP EQM 130028. Los autores agradecen a la
(2023), que destacan la capacidad del Micro-CT para revedaaperta Maria José Salas por su asistencia en el escaneo de
con detalle variaciones 6seas en funcion de la edad del gag. muestras. El Micro-CT BRUKER SkyScan 1272
Adicionalmente, estudios comparativos sobre la morfologidilizado en nuestro estudio pertenece a la Pontificia
vertebral en teledsteos por Sakaséital (2019), asi como Universidad Catdlica, Santiago, Chile.
el andlisis exhaustivo de la estructura vertebral por Nordvik
et al (2005), reafirman la utilidad del Micro-CT en elkoCH, C.: SALVATIERRA, R.: SMOK, C. & ROJAS, M.
delineamiento de la arquitectura 6sea y su composiCifHtegration of three-dimensional technology through
trabecular. microcomputed tomography in the study of salmonid anatomy: A

utility evaluation.Int. 3. Morphol., 42(4P29-935, 2024.

Nuestros hallazgos sobre las deformaciones
observadas en la aleta caudal de salménidos, atribuibles a SUMMARY: During their development, some species of
variaciones en la morfologia 6sea de las vértebras Caud%%gwomds may occasionally experience skeletal deformations.

huesos hipurales: subravan la importancia del Micro-C veral methodologies are currently being used for the diagnosis
y P ! y P of such malformations, among which X-rays, histological

como herramienta avanzada de imagenologia. Este mét%j(f?miques, diaphanization coupled either with Alizarin Red or

no solo facilita la identificacion de alteraciones en @lician Blue stains, as well as Scanning Electron Microscopy (SEM)
desarrollo 6seo sino que también amplia nuestra comprensi@n be mentioned. Each one of those methods presents inherent
sobre los mecanismos subyacentes a estas modificaciomésantages and disadvantages. The purpose of this study was
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twofold: Firstly, to evaluate and compare the effectiveness #fitten, P. E. & Hall, B. K. Teleost skeletal plasticity: modulation,
microcomputed tomography (Micro-CT) technology for anatomical adaptation, and remodellinGopeia, 103(4y27-39, 2015.
analysis, three-dimensionally reconstructing the obtained imagd¥itten, P. E.; Hansen, A. & Hall, B. K. Features of mono-and
and secondly, to contrast those images with the results obtainegMmultinucleated bone resorbing cells of the zebrafish Danio rerio
through the diaphanization technique. The caudal fins of five and their contribution to skeletal development, remodeling, and
specimens of th@ncorhynchus kisutckalmon were analyzed: growth. J Morphol., 250(3)197-207, 2001.
Two specimens were subjected to diaphanization and three were
processed for Micro-CT analysis, using the BRUKER SkySc
1272 equipment. The Micro-CT technology demonstratsg . .

Lo : e ."Dra. Mariana Rojas
superiority in the resolution of bone structures, facilitating a detailed . . ;

. . . ... Universidad de Chile

exploration of morphological variations, as well as the dIStI’IbUtIOE -

. . ) . acultad de Medicina
of mineral density. This experimental approach allowed us Iig
identify anomalies in the mprphology and groyvth of the l.as1£ali>oratorio de Embriologia Comparada
vertebrae and dorsal lepidotrichiae, as well as an increased minetal .
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density in the malformed dorsal lepidotrichiae. The h|gheé

. . . HILE
resolution provided by Micro-CT not only enhances our
understanding of the fish ontogeny and its adaptation to diverét_am
environments, but also opens innovative perspectives for the study
of the evolution of locomotor strategies and adaptive responses to
environmental changes.
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