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RESUMEN. Este estudio aborda la calcificacién de los filamentos branquiales en alevines de salmén del /Aklniio (
salar), un proceso que podria interpretarse erroneamente como patolédgico. Utilizando diversas técnicas anatémicas e hiseoquimicas, s
analizaron las branquias de 10 alevines clinicamente sanos provenientes de la industria de piscicultura en Chile. Nizekisos resu
muestran que el proceso de calcificacion se inicia en la base de insercion de los filamentos branquiales, avanzandudescike los a
dichas estructuras. Histoldgicamente, la calcificacion se identificd en el pericondrio y en la matriz cartilaginosa. &stelpseceado
también en las branquiespinas y huesos de los arcos branquiales, guarda directa relacion con la plasticidad morfoibgitguitesias
subrayando la importancia de diferenciar entre respuestas biolégicas de remodelacion adaptativa y determinadas pgaadhogias de
salar al momento de realizar diagndsticos productivos. Los hallazgos reportados en el presente trabajo contribuyen a mejorar el
entendimiento de los procesos fisioldgicos en salmones y su impacto en la calidad productiva.

PALABRAS CLAVE: Branquias; Filamentos branquiales; Plasticidad; Calcificacion.

INTRODUCCION

La salmonicultura constituye una de las principalesecho contacto con el agua, son estructuras muy sensibles a
actividades productivas en Chile, y como tal, ha sido un mias condiciones ambientales y pueden experimentar cam-
tor econémico clave en el sur del pais durante las Ultimba®s mediados por agentes infecciosos (Diler & Cinar, 2009),
décadas (Bergoeing & Dofia, 2023). El consumo de salmdimraciones algales (Mardones, 2020) y situaciones de estrés
rico en acidos grasos poliinsaturados omega-3 tales comgata los peces, como contaminacién, desbalances
acido eicosapentaenoico (EPA) y el &cido docosahexaenoiugricionales, aumente temperatura e hipoxia (Cresgio
(DHA), resulta fundamental para la salud humana, ya ga&, 1988; Roeaet al, 2011; Rojaset al, 2024 a y b). Por
estos compuestos contribuyen a la proteccion cardiovascudérhas razones, la morfologia de las branquias constituye un
y al desarrollo de los sistemas nervioso y visual (Valenzuddaen indicador tanto de la calidad del agua, asi como de las
& Nieto, 2001; Valenzuela, 2005). Organismos internacionaondiciones sanitarias del sistema productivo en general.
les, como la OMS y la FAO, destacan su importancia al reco-
mendar una ingesta diaria de 1,2-1,5 g de acidos grasos Macroscépicamente, los arcos branquiales de los
poliinsaturados en adultos (FAO & OMS, 2015). tele6steos se componen de dos series de cuatro

holobranquias, las que conforman las paredes de la faringe.

Con respecto al concepto de plasticidad fenotipica, e€ada holobranquia posee dos hemibranquias, que emergen
se define como la capacidad de un organismo para adaptadssde el borde posterior del arco branquial, y estan forma-
fenotipo en respuesta a cambios ambientales, lo que implitas por filamentos primarios ubicados muy préximos entre
variaciones en determinados aspectos morfologggdgomo  si, cuyos extremos distales se interdigitan con los filamen-
posibles cambios en su ontogenia (Sommer, 2020). Ente$ de la hemibranquia adyacente. Los filamentos prima-
caso particular de los peces, las branquias, debido a suri&s aumentan su superficie mediante la formacion de re-
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pliegues denominados lamelas, que constituyen filamentd®\TERIAL Y METODO
secumlarios dispuestos en angulo recto y regularmente distri-
buidos sobre toda la superficie dorsal y ventral de los fila- Se utilizaron 10 alevines de salmén del Atlantico
mentos primarios (Pefailillo, 2011; Rea al., 2011; (Salmo sala), clinicamente sanos, provenientes de una em-
Thiruppathyet al, 2022; Turkeet al., 2020; Weset al, 2021). presa de piscicultura ubicada en el sur de Chile. Los ejem-
plares se encontraban en la Fase Parr, con un promedio de
En su conformacidn histolégica, los filamento®950 Unidades Térmicas Acumuladas (UTAs), equivalen-
branquiales presentan un eje central de cartilago hialindes a tres meses de cultivo en agua dulce. Los alevines fue-
estan recubiertos por un epitelio de revestimiento compuesn sometidos a eutanasia mediante inmersiéon en una so-
to por los siguientes tipos celulares: i) células ricas dacion de benzocaina al 5 % (BZ-20R, Veterquimica, Chi-
mitocondrias, encargadas de realizar el intercambio i6nit®) y posteriormente fijados en formalina tamponada al 10
(ionocitos), ii) células secretoras de mucus, iii) célula® durante 48 h. La eutanasia se realiz6 siguiendo las regu-
indiferenciadas, iv) células neuroendocrinas quimiorrdaciones éticas para el uso de animales en investigacion
ceptoras (CNE), ademas de tejido linfoide interbranquiakperimental, bajo la aprobacion del Comité de Etica Cien-
(Bergoeing & Dofa, 2023; Emaet al, 2022; Evanst al, tifica en el ACTA N° 14321 del proyectd1972/21 de la
2005; Luzioet al, 2013; Part al, 2022; Peiiailillo, 2011; Universidad de La Frontera. Los protocolos garantizaron
Roaet al, 2011; Weskt al, 2021). Las lamelas poseen urmue los peces no experimentaran dolor, estrés ni angustia.
eje vascular central presentando células pavimentosas y cé-
lulas pilares, separadas del espacio interlamelar por una  Se obtuvo el segundo arco branquial del lado dere-
membrana basal (Evaesal, 2005; Krélet al, 2020; Luzio cho de los 10 alevines y se sometieron al procedimiento de
et al, 2013; Weset al, 2021). Las lamelas proporcionandiafanizacion y los otros 10 arcos del lado izquierdo fue-
un area aproximada de 0,1- 0,&de superficie lamelar por ron procesados mediante las técnicas histoquimicas de
kilogramo de masa corporal, dedicada tanto a la transfer¢incion Hematoxilina-Eosina (HE)/Azul de Alcian (pH 2,5)
cia de oxigeno, como a la captacion de sustancias toxicasa reaccion de von Kossa (Kiernan, 2015).
independientemente de si estas son de origen natural o cau-
sadas por contaminantes artificiales (katal, 2020). Técnicas anatomicas de diafanizacion

En lo concerniente a las lamelas, Nilsson (2007) El proceso de diafanizacién se realiz6 en concor-
menciona que algunas especies de peces pueden altdeaacia con lo establecido en el protocolo de Hanken &
drasticamente la superficie lamelar a través de cambi&ssersug (1981). Esta técnica histolégica consiste en su-
morfolégicos plasticos en la estructura de las branquiasergir las muestras en una solucién de KOH al 5 % duran-
denominando dichos cambios remodelacion branquial. E$&e24 h, seguido de una transferencia gradual a glicerina al
proceso es reversible y puede ocurrir en un rango de tien@0 % para su preservacion y observacion. Posteriormen-
gue va desde horas hasta dias (Sdticl, 2003). La te, dichas muestras fueron tefiidas con alizarina, un colo-
remodelacion branquial responde a cambios en las neceaite que se une a las sales de calcio presentes en los teji-
dades de oxigeno, como los que se producen durante hipodizs osificados, generando una tincidn de coloracién roja.
temperaturas elevadas o ejercicio, y su ocurrencia ha sldgs estructuras diafanizadas se observaron bajo lupa
observada tanto en ciprinidos, anguilas, salmdnidosegtereoscépica (Stemi DV4, Zeiss) con el propdésito de eva-
anabantidos, asi como en Killifish al emerger del agua labr la organizacion estructural de las branquias. Un con-
medio terrestre (Ghanizadeh-Kazeraetral., 2024; Nilsson junto de imagenes de dichas muestras fue digitalizado para
etal, 2012). Por otra parte, se ha sugerido que la calcificau analisis posterior (detalles en subseccién “Digitalizacién
cion de los filamentos branquiales mejoraria la funcién reg-analisis”).
piratoria acuatica, pero que dicha calcificacion no ocurriria
en salménidos (Turket al, 2020). Técnicas histoquimicas

Dado que algunos laboratorios de diagnéstico podrian Las muestras destinadas al andlisis histoquimico fue-
interpretar la presencia de calcificacion de filamenta®n deshidratadas, incluidas en parafina y la regién
branquiales como un evento patolégico o como un indicaranquial del alevin fue seccionada en cortes transversales
dor negativo en la evaluacion de los peces antes de su ingle5um de grosor. Se realizaron cortes seriados, utilizan-
so al mar y no como una adaptacidon o una remodelacido un microtomo marca Microm, seleccionando una de cada
plastica, hemos llevado a cabo el presente estudio cordatz secciones, para obtener un total de 10 cortes
objetivo de reconocer si los peces salménidos experiméristoldgicos por portaobjeto, procesando dos portaobjetos
tan calcificacién en sus filamentos branquiales. por muestra (20 cortes por cada alevin).
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Tinciones histolégicas El andlisis histolégico evidencia que el filamento
branquial esta constituido por vasos sanguineos y cartilago
HE/Azul de Alcian (pH 2,5): Permite observar la dishialino revestido por pericondrio. El proceso de calcifica-
posicidn general de los tejidos, asi como la identificaci@ién comienza en la zona del pericondrio y avanza hacia el
de glicosaminoglicanos mediante la coloracion azul espetiterior del filamento, presentando un cambio de afinidad
fica para este propésito. tintorial ( Fig. 2). A ambos lados del filamento se identifi-
can las lamelas con vasos sanguineos y presencia de varios
Reaccién de von Kossa: Permite demostrar la prépos celulares, destacando las células secretoras de mucus,
sencia de depdsitos de calcio en los tejidos mediante la sdentificadas gracias a su afinidad con el colorante Azul de
titucién de iones calcio (C3 por plata (Ag), formando Alcian.
compuestos amarillos que, al exponerse a la luz solar o
ultravioleta, se reducen quimicamente dando lugar a de|
sitos de color café o negro (Kiernan, 2015).

Digitalizacién y analisis

Las muestras procesadas fueron escaneadas utiliz
do un microscopio NanoZoomer XR C12000 serie
(Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japén), generando il
genes en formato Whole Slide Image (WSI). El analisis digit
se llevo a cabo con el software NDP.view2 (NanoZoom:
Digital Pathology viewer 2.0, Hamamatsu Photonics
Hamamatsu, Japén), evaluando los siguientes parametros

i) Numero total de filamentos branquiales.
i) Longitud total de los filamentos.
iii) Longitud de la zona calcificada.
iv) Longitud de la zona no calcificada[DD1].

RESULTADOS

Fig. 1. Arco branquial d8. salaren vista ventral. Los huesos epibranquial

Calcificacion de filamentos en las distintas etapas de la (Ep) y ceratobranquial (Ce) se aprecian claramente, junto con ambas
vida del salmén hemibranquias. Se distingue calcificacion en el tercio basal de los filamen-
tos (asteriscos). Se observan, ademas, las branquiespinas (flechas). Técni-
ca de diafanizacion (Wassersug); Barra de calibraciéon: 2 mm.
En todos los alevines & salar Fase Parrfue posi-

ble reconocer la presencia de filamentos branquiaI:-c
calcificados. La calcificacion se inicia en la base de inse
cion de los filamentos y progresa avanzando en direcci <
apical (Fig. 1) En las edades juveniles, la longitud prome
dio de los filamentos branquiales fue de 687 mm. Se

de los arcos branquiales.

Tabla I. Nimero y longitud total de filamentos branquiales d_
alevines fase Parr y nimero total y longitud de zona calcificadz y
no calcificada de los filamentos branquiales. Fig.

-y -

2. Histologia de un filamento branquial&®lesalar.En la region cen-

- tral se aprecia distintivamente el tejido cartilaginoso hialino tefiido inten-
Promedio D. S. samente de color azul, conformado por condrocitos (C) y matriz extracelular.
NGmero total de flamentos branquiales 61 10 2L, coniormado p y matnz ar.

. . Se observa el pericondrio e inmediatamente subyacente a él se aprecia la
Long_rtud total de los f'lar_n,entos (mm) 638 0,7 zona de calcificacion (asterisco). Las lamelas (L) presentan numerosas cé-
Long!tUd de la zona Calc'f'(_:a_‘da (mm) 3 0.3 |ulas secretoras de mucus (flechas) Técnica H-E/Azul de Alcian; Barra de
Longitud de la zona no calidada (mm) 38 0,8 calibracién: 10qum
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Mediante la técnica de von Kossa fue posible recesta adaptacién también esta present®. esalar contra-
nocer y confirmar la calcificacion de los filamentogliciendo la supuesta ausencia de este fendmeno en
branquiales (Fig. 3). Dicha calcificaciéon se observé a réalmonidos.
vel medial o lateral, generalmente desde la base de inser-
cion de los filamentos y asociado a lesiones de las Diversos estudios previos que describen el desarro-
branquias. llo branquial en salmones (Rombough, 1998; Wells &

: Pinder, 1996) respaldan nuestra observacién de que la cal-
‘ 5 : cificacién de los filamentos branquiales ocurre después que
* las branquias han alcanzado un nivel de madurez funcio-
.L L L L nal. Durante las etapas tempranas del desarrollo hay un

Ry . ’ incipiente desarrollo branquial y, como consecuencia, pre-
‘ domina la respiracién cutanea. Sin embargo, a medida que
los filamentos y laminillas branquiales se desarrollan y la
superficie branquial aumenta, las branquias asumen pro-
gresivamente su rol como el principal lugar de intercam-
bio de gases (Pedalilillo, 2011). El proceso de desarrollo
branquial culmina con la apariciéon de calcificacion, que
podria ser clave para garantizar la funcionalidad estructu-
ral necesaria para la respiracion en ambiente acuatico en
estadios més avanzados.

Fig. 3. Calcificacion de un filamento branquial $lesalar El eje central

del filamento (Fi) esta completamente calcificado, indicado por el intenso Cabe dest | d lcifi i6ndel
color café de la técnica utilizada. Se observa la conformacion caracteristi- abe destacar que el proceso de caicincacion de 10s

ca del cartilago hialino, ademas de las lamelas (L) desplegadas a cada fil@mentos branquiales se alinea con la plasticidad

del filamento. Técnica de von Kossa; Barra de calibracionuf©0 fenotipica observada en las branquias de diversas especies
de peces. Como se ha documentado previamente, la
DISCUSION remodelacion branquial puede responder a condiciones

ambientales adversas como hipoxia, temperaturas eleva-
Los resultados obtenidos en este estudio confirmaas y ejercicio (Nilsson, 2007; Solkdal, 2003). Aunque

la existencia de calcificacion en los filamentos branquiales el presente estudio no se evalu6 directamente la partici-
deS. salar hecho constatado en ejemplares de 950 UTAsacion de factores ambientales, los resultados obtenidos
gue corresponden aproximadamente a tres meses post-guéomitirian sugerir que la calcificacidén constituye una for-
sion. Esta observacién contradice lo reportado por Turkea de adaptacién morfologica que permitiria optimizar la
et al. (2020), quienes no documentaron calcificacion elmncién respiratoria en entornos productivos intensivos.
salmoénidos, mientras que si o hicieron en otras especies
como los ciprinodontiformes. Esta discrepancia puede ex-  Finalmente, es importante destacar que la identifi-
plicarse en parte por la diferencia en las etapas de desacaxion de calcificacion en los filamentos branquiales pue-
llo en las que se realizaron ambos estudios, ya que nuedgdener implicancias practicas en el diagnostico del esta-
investigacion se llevo a cabo en alevines jovenes, en tadtode salud de peces en etapas previas a su transferencia al
que Turkoet al (2020) estudié ejemplares adultos. mar. Algunos laboratorios de diagndstico podrian interpre-

tar errbneamente la calcificacibn como una patologia en

Nuestra confirmaciéon de la calcificacién mediantéugar de reconocerla como una adaptacion funcional nor-

técnicas histoldgicas (cartilago hialino central y calcificanal. Esto subraya la importancia de comprender mejor este
cion pericondral periférica) y de von Kossa (identificacioproceso en salmonidos, tanto para evitar diagnésticos in-
del depdsito de calcio mediante la sustitucion de @a  correctos como para desarrollar estrategias de manejo que
Ag*) aporta evidencia robusta de que este proceso si ooptimicen la salud y el bienestar de los peces en la indus-
rre en salmaénidos y es probablemente una adaptacion ftna acuicola.
cional, vinculada posiblemente con la mejora de la eficien-
cia respiratoria. A este respecto, Tuetoal (2020) han En conclusion, este estudio proporciona nuevas pers-
propuesto que la calcificacion aumenta la rigidez de Igectivas sobre la calcificacion de los filamentos branquiales
filamentos branquiales, minimizando la pérdida de aguaas$S. salar destacando su papel adaptativo y funcional en
través de derivaciones no respiratorias, hecho que resétaontexto de la ontogenia y la plasticidad fenotipica de la
especialmente relevante en ambientes acuaticos con akpecie. Nuestros hallazgos enriquecen el conocimiento so-
demanda metabolica. Nuestros resultados apuntan a fue las adaptaciones morfolégicas que presentan los sal-
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monesy enfatizan la importancia de considerar este fef6© & OMS. Programa conjunto fao/oms sobre normas alimentarias

meno como un componente clave en el manejo y diag— comité del codex sobre nutricién y alimentos para regimenes espe-
P . . A ciales Trigésima séptima reunién Bad Soden am Taunus (Alema-
noéstico de los peces en la industria acuicola. ;) 5915

Especificamente, se reporta que los filamentos branquiadg@nizadeh-Kazerouni, E.; Wilson, J. M.; Jones, S. R. M. & Brauner,
deS. salarse calcifican durante la fase de agua dulce, en C. J. Characteristics of a gill resection — Regeneration model in

el estado Parr, un proceso potencialmente influido por |asfreshwater laboratory-reared Atlantic salmd®a(mo salay.
condiciones ambieFr)naIes y I%s factores que afectan gl bien Aquaculture 579, 2024. https://dol.org/10.1016/}.aquaculture.

, 2023.740210
estar del salmon. Hanken, J. & Wassersug, R. J. The visible skeleton. A new double-stain

technique reveals the native of the ‘hard’ tissiremct. Photog.,
SMOK, C.; ROJAS, M. & DEL SOL, M. Gill filament ~ 16:22-6,1981. _ _
calcification inSalmo salar:Perspectives on plasticity and Kiernan, J. Histological and Histochemical Methods, theory and

; . . practice.5" ed. J. Kiernan, Scion Publishing Ltd., 2015.
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SUMMARY : This study addresses gill filament  franscriptome, Gross Morphology and Histopathology in the Gill
calcification in Atlantic salmonSalmo salay fry, a process of Sea Farmed Atlantic Salmo84lmo salay: Lessons From Multi-
that could erroneously be interpreted as pathological. Using Site SamplingFront. Genet., 112020. https://doi.org/10.3389/
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. ﬁsson, G. E. Gill remodeling in fish — a new fashion or an ancient
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