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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

Las ovas fueron obtenidas de reproductores que reali-
zaron su ciclo de vida completa en agua dulce, las cuales se
caracterizan genéticamente por presentar un locus de
rasgo cuantitativo (QTL) para la resistencia a la necrosis
pancredtica infecciosa (IPN).

Las ovas (N=3.661.281) fueron incubadas en
piscicultura primaria a temperaturas que variaron entre los 5,3
a 8° C (temperatura de rio) hasta las 306 y 319 Unidades tér-
micas acumuladas (UTAs). Posteriormente fueron traslada-
das a una piscicultura definitiva, siendo la temperatura de in-
greso de 3 °C, luego se llevo a cabo, un proceso de aclimata-
cidn, que consistié en incrementar la temperatura de cultivo
de forma gradual hasta llegar a los 5 °C. Repentinamente, el
sistema present un aumento de la temperatura hasta los 10
°C. Transcurrido 5 dfas de iniciado el evento se redujo la tem-
peratura a 6 °C (a razén de un grado por dfa). Después de 25
dias se realiz6 una aclimatacion previa al traslado a la fase de
cultivo de primera alimentacién, subiéndose la temperatura
de cultivo gradualmente a 10 °C. Durante el cultivo la satura-
cién de oxigeno fue de 100 % (normoxia).

Para la descripcién morfolégica macroscopica se rea-
liz6 un andlisis de 638 peces, pertenecientes a tres lotes, man-
tenidos en 3 unidades de cultivo diferentes, utilizando una
lupa esteroscépica (Leica). Los hallazgos en la aleta caudal
fueron clasificados como normales (sin hallazgos), leves a
moderados (se observaba una alteracion de la forma de la ale-
ta caudal) y severo (se observaba un plegamiento de los rayos
de la aleta caudal, dando la apariencia de una aleta aguzada).

Con el fin de conocer el estado sanitario de los peces,
se realizé andlisis de laboratorio de 60 especimenes, para de-
terminar la condicién sanitaria respecto del Virus de la necrosis
pancredtica infecciosa (IPNV), Virus de la anemia infecciosa
del salmén (ISAV), Piscine orthoreovirus (PRV1,2 y 3),
Flavobacterium psychrophilum 'y Renibacterium
salmoninarum de acuerdo a las condiciones para la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), secuencias de partidores y
sondas previamente descritas (Blake ef al., 1995; Wiklund et
al., 2000; Chase et al., 2006; Snow et al., 2006; Olsen et al.,
2015; Takano et al., 2016). Adicionalmente muestras de
branquias y rifién fueron inoculadas en agar tripticasa soya
(Whitman, 2004) y Anacker & Ordal (1959) e incubadas a 22
°C y 15 °C, respectivamente para la determinacién de
patégenos bacterianos.

Adicionalmente se procedio a analizar otros 60 alevines
que tenian entre 600 y 700 UTAs, los cuales fueron pesados y
posteriormente sacrificados con Benzocaina al 5 % (BZ-20®,
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Veterquimica) disuelta en el agua a una dosis de 800 mg/I, (de
acuerdo a normas éticas de investigacion con animales), luego
fueron fijados en formalina tamponada al 10 %, por 48 horas.
Previo a su procesamiento se evaluaron las caracteristicas
morfoldgicas de la aleta caudal tales como longitud y ancho.

Para la descripcion morfoldgica mesoscépica se utili-
zaron 30 alevines, los que fueron sometidos a digestion proteica
(tripsina) y expuestos al colorante azul de Alcidn, que tifie de
color azul a los glicosaminoglicanos de las Lepidotriquias
(Rojas et al., 2015). Los ejemplares diafanizados fueron ob-
servados y fotografiados con un microscopio Zeiss Axiostar
plus que tiene polarizadores adaptados.

Para la descripcion histoldgica se utilizaron 30 alevines
los que fueron incluidos en paraplast, seccionados en cortes
sagitales seriados de Sum de espesor, posteriormente los cortes
fueron procesados mediante técnicas histologicas de rutina H
& E lo cual permite observar la histologia general de la aleta.

Para evaluar la expresion de la proteina Sonic hedgehog
(SHH), se utilizaron los mismos 30 alevines del analisis
histolégico, se realiz6 una técnica inmunohistoquimica con el
anticuerpo anti Shh (Shh, H-160, Santa Cruz). Desde los
alevines incluidos en paraplast, se obtuvieron cortes de 5 um,
con micrétomo Microm (HM315R) los cuales se adhirieron a
portaobjetos con carga positiva (Citoglas). Se adhirieron 5
cortes por portaobjeto, considerando un total de 2 portaobjetos
por alevin. La recuperacion de antigenos fue realizada en
vaporera por 40 minutos, con los cortes sumergidos en Antigen
unmasking solution (Vector). Se realizé bloqueo de peroxidasa
enddgena con peréxido de hidrégeno en metanol y bloquéo
inespecifico de proteinas con PBS+BSA al 3 %. Para la
incubacion con el anticuerpo primario Shh (Shh, H-160, San-
ta Cruz) se us6 una dilucion 1:100 en buffer fosfato salino
(PBS). Para la deteccién del anticuerpo primario se incubd
con polimero conjugado con anticuerpo anti conejo
y peroxidasa de rdbano (HRP) (Zymed) durante 15 min. Como
sustrato para la HRP se usé diaminobencidina (DAB, Vector
Labs). El control negativo estuvo dado por el desarrollo de la
técnica inmunohistoquimica completa, pero sin considerar los
anticuerpos primarios. Como control positivo interno se con-
sider¢ la notocorda. Los cortes sagitales seriados de los peces
fueron analizados consignando los tejidos que fueron marca-
dos positivamente.

Analisis estadistico. A los valores obtenidos para las varia-
bles cuantitativas peso y longitud de cuerpo, largo y ancho de
aleta caudal, se les realiz6 estadistica descriptiva y fueron so-
metidos a prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. Las dife-
rencias observadas entre peces normales y deformes, fueron
analizadas mediante prueba t de Student o U de Mann Whitney,
utilizando el paquete estadistico IBM SPSS 20.0
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RESULTADOS

Cuando se compararon, las tres unidades de cultivo
(lote) de la piscicultura se encontraron alevines deformes
en las tres, pero hubo diferencias en la frecuencia y porcen-
taje de los peces severamente deformados, estando mucho
mas afectada la linea 1 de incubacion con un 18,6 % en
comparacion con las otras dos lineas que presentaron solo
9.8 %y 9,5 % (Tabla ).

El peso de los alevines normales fue similar al de
peso de alevines deformes (p>0,05), al igual que la longitud
de la aleta caudal (p>0,05) (Fig. 1) y el ancho de la aleta de
los alevines deformes fue inferior (mediana 1mm) al de los
alevines normales (mediana 3,5 mm) (p<0,05) (Fig. 2, Ta-
bla II).

Todos los analisis de laborato-

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 patégenos bacterianos.

En los alevines eclosionados
(475 UTAS) no se observaron cambios
morfolégicos, pero a las 600 UTAs se
visualizé una deformacion en la aleta
caudal, la cual evolucioné en frecuen-
ciay severidad hasta los 700 UTA (Ta-
blal, Figs 3A, alevin normal, 3B, aleta
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Fig.1) Diagrama de cajas de la longitud de la aleta caudal en milimetros (mm) en
alevines de Salmén del Atlantico (Salmo salar) normales y deformes. Fig. 2) Diagra-
ma de cajas del ancho de la aleta caudal de alevines de Salmén del Atldntico (Salmo

salar) normales y deformes.

Tabla I. Frecuencia de deformacién y severidad de los hallazgos morfoldgicos observados en la aleta caudal de unidades de

cultivo. de Salmon del Atlantico (Salmo salar) 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 II. Descripcidn estadistica de las variables peso (g) y longitud del cuerpo (mm) y largo y ancho de la

aleta (mm) en alevines de Salmén del Atlantico (Salmo salar) 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 11,4 1.6 042
Long decuerpo 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)
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Fig. 3. Diferentes estados de deformacién de la aleta caudal 3A. Nnormal; 3B. Deformacién moderada; 3C. deformacién severa y 3D
cuadro de deformacion severa de la aleta caudal, con fusién de lepidotriquias.

En las aletas caudales de los alevines normales, los
rayos dérmicos llamados Lepidotriquias presentan gran can-
tidad de glicosaminoglicanos y se pueden visualizar me-
diante el azul de Alcian (Fig.s4 y 5). Cada Lepidotriquia
presenta segmentos cortos separados por articulaciones y
en la parte mds distal terminan en Actinotriquias (Fig.s 4y
5). Las Lepidotriquias estdn revestidas por escleroblastos.

Después de las 600 UTAs de incubacidn, se eviden-
ciaron los primeros cambios morfoldgicos: a) ausencia de
surco entre los I6bulos dorsal y ventral b) las Actinotriquias
se pliegan y adhieren entre ellas (Fig. 6), c) desorgani-
zacion de las Lepidotriquias, ondulacién y fractura de ellos
(Figs.3By7), d) se pierde la forma de abanico y adquiere
la forma aguzada (Figs. 3C, 3D y 8), presentando una base
de 3 mm que se reduce a 1+0.5 mm en el extremo distal. Se
pierde totalmente el ordenamiento espacial de rayos e
interrayos y la distancia entre ellos (Figs. 3C, 3D, 8).

En los alevines deformes también se encontraron
las Lepidotriquias (revestidos por escleroblastos (son com-
parables a células ostedgenas) de los cudles podemos ver
sus nucleos aplanados (Figs. 9y 10). En las zonas interrayos
observamos vasos sanguineos de distinto calibre ocupan-
do la mayor parte de ella (Figs. 9y 10). Ademds solucio-
nes de continuidad en el endotelio (ura 11) y zonas
hemorrdgicas (eritrocitos, linfocitos, nicleos). El
morfégeno Shh resulté positivo en niicleos de células
basales de la epidermis, y en escleroblastos de
Lepidotriquias, como también en su control positivo que
era la notocorda (Figs. 12y 13).
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Fig. 4. Aleta de alevin de 760 UTAs normal. Los rayos o
lepidotriquias (L), estdn mas separados en la region distal (D) que
en la proximal (P), Interrayos (In) segmentos (s). articulaciones
(AR). Actinotriquias (A). Técnica de Hanken y Wassersug, y
microscopia de polarizaciéon 100X.
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Fig.5. Aletade alevin normal de 760UTAs. Actinotriquias
(A), Lepidotriquias (L). Técnica de Hanken y Wassersug,

y microscopia de polarizacién 100X.

Fig. 7. Aleta moderadamente deformada de alevin de 760
UTAs. Algunas Lepidotriquias estdn dobladas y fractura-
das (ver flechas). Las Lepidotriquias(L) no son homo-
géneas y se juntan en la regién mds distal, disminuyendo
los segmentos interrayos. Técnica de Hanken y
Wassersug, y microscopia de polarizacién 100X.

Fig. 6. Aleta con deformacion inicial de alevin de 760 UTAs.

La Actinotriquias (A) mds periféricas se doblan. Técnica de
Hanken y Wassersug y microscopia de polarizacién 100X.

Fig. 8. Es una aleta aguzada de alevin de 760 UTAs. Las
lepidotriquias son muy delgadas, débiles, se fracturan (ver
flechas) y se adhieren unas a otras en la parte mas distal
de la aleta. Técnica de Hanken y Wassersug, y microscopia
de polarizacién 100X.
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Fig. 9. Corte histolégico de la regién mds distal de la aleta caudal ~ Fig. 10. Corte histolégico de la region mds distal de la aleta caudal
deforme de alevin de 700 UTAs. Se observan Lepidotriquias (L), deforme de alevin de 700 UTAs. Escleroblastos (E) en las
Zonas interrayos (In) con vasos sanguineos (Vs). 400X, En el recua-  lepidotriquias (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.
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Fig. 12. Notocorda (N)de alevin con deformacién
de la aleta caudal. Control positivo para Shh. 200X

Fig. 11. Corte histolégico de la aleta caudal deformada. En las zonas inter-rayos (In)
Los vasos sanguineos presentan solucién de continuidad del endotelio (ver flecha)
1000X.
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Fig. 13. Corte transversal de aleta caudal de alevin deforme de 700
UTAs. Se observa Epitelio de revestimiento (E) Lepidotriquias (L).

Los ntcleos de la capa basal del epitelio de revestimiento (ver fle-
chas) y de los escleroblastos son inmunopositivos (ver flechas). 200X

DISCUSION

En las tres unidades de cultivo de la piscicultura se
encontrd mas de un 80 % de los alevines normales y menos
de un 20 % estaban deformes. El hecho de que los alevines
presentaron una aleta caudal de menor ancho tomando una
forma aguzada, impide la normal natacién. En los peces
adultos la aleta se puede regenerar completamente (Mari-
Beffa et al., 1999; Rolland-Lagan et al., 2012), sin embar-
go, en los alevines severamente deformados, esto no ocu-
1ri6, no obstante, estos mostraron sefiales que indicaban la
presencia de centros emisores de morfogenos activos. Al-
gunos autores como Nakatani et al. (2008) han explicado
que se tiene que gatillar la migracién de células
mesenquimales desde el blastema para que pueda ocurrir la
regeneracion de la aleta caudal. En los alevines este proceso
no ocurri6 debido a las alteraciones encontradas en los va-
sos sanguineos, del blastema como soluciones de continui-
dad, hemorragias y bacterias.

La formacién de las Lepidotriquias se inicia por el
contacto de la epidermis con el tejido mesenquimatico sub-
yacente. Segtin Akimenko ef 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 Wargelius et al. (2009) y Rojas et al.
(2016) que sugieren que Shh puede ser usado como un mar-
cador de proliferacion de osteoblastos o escleroblastos. Otros
autores, como Laforest et al. (1998) y Rojas et al. (2014),
indican la importancia de los genes Shh en la formacién de
los patrones de las Lepidotriquias, existiendo una gradiente
de sefializacién 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 salmén, por lo tanto, se utiliza esta estructura
como control positivo (Rojas et al., 2015).

Existen varios factores ambientales que pueden cau-
sar deformidades de la aleta caudal, incluidos los efectos
producidos por altas temperaturas, la contaminacién por
metales pesados, los efectos de la poluciéon (Jawad et al.,
2018), o los efectos producidos por luz continua en el desa-
rrollo 6seo (Wargelius ef al.). Nosotros descartamos los fac-
tores sanitarios debido a que los peces resultaron negativos
a patégenos virales y bacterianos. En este caso, la causa fue
conocida y estaba relacionado con cambios bruscos de la
temperatura del agua y aunque no fue alterado el nivel de la
expresion de los morfégenos Shh desde el epitelio, hubo
cambios histolégicos en el blastema interrayos lo cual afec-
té la formacién de las Lepidotriquias. Descartamos a la
hipoxia como factor etiolégico, porque en hipoxia aumen-
tan los brotes angiogénicos y el nimero de vasos sangui-
neos, lo cual en este caso no ocurre y ademds porque la
hipoxia en alevines se relaciona con deformidad de la co-
lumna vertebral (Castro Sanchez et al., 2011) y no por de-
formidad de aletas. Una vez establecidas las condiciones de
cultivo la condicién descrita disminuye significativamente
hasta llegar a cero.

CONCLUSIONES. La deformacion se observa desde los
600 UTAs, Lepidotriquias de la aleta caudal se desorgani-
zan, fracturan y no se regeneran. Existe también una
vasodilatacion y solucion de continuidad de endotelio y he-
morragias en las zonas interrayos. Los centros emisores de
sefiales para la regeneracion de Lepidotriquias permanecie-
ron activos en la epidermis pero el blastema subyacente es-
taba alterado en los peces que enfermaron. Este defecto se
gatillaria por errores del manejo perieclosional, como cam-
bios bruscos de la temperatura.

1637



ROJAS, M.; PELLON, M.; CERDA, C.; ULLOA, R.; SUAREZ, R.; GODOY, M. & DEL SOL, M. Deformacién de la aleta caudal en alevin de Salmén del Atldntico (Salmo salar), en ctapa de
saco vitelino. [Int.J. Morphol., 38(6):1631-1638, 2020.

AGRADECIMIENTOS. Para Soraya Gallegos Riffo. Jefa
del Centro de Incubacion de la Piscicola que facilité que
este estudio se llevara a cabo.

ROJAS,M.; PELLON, M.; CERDA, C.; ULLOA,R.; SUAREZ,
R.; GODOY, M. & DEL SOL, M. Deformation of the caudal fin in
Atlantic salmon fry (Salmo salar), in the yolk sac stage. Int. J.
Morphol., 38(6):1631-1638, 2020.

SUMMARY: This study analyzes the deformity of Atlantic
salmon fry (Salmo salar) caudal fin, which gives it a "pointed tail"
appearance. Although at hatching specimens were normal, the
deformities were detected later. The objective of this work is to des-
cribe the anatomical and histological changes of the deformed cau-
dal fin of the Atlantic salmon fry (Salmo salar). In this analysis we
used 60 specimens for laboratory analyses, to rule out the presence
of viral or bacterial pathogens. Another 60 fry, developmental stage
between 600 and 700 Accumulated Thermal Units (UTAs) were
anesthetized with 5 % Benzocaine, fixed in 10 % formalin, weighed
and measured. Of these, a group of 30 fry (15 normal and 15 deformed)
underwent the Hanken and Wassersug technique to evaluate
lepidotrychia or dermal rays. The remaining 30 fry (15 normal and
15 deformed) were processed using H & E / Alcidn blue histochemical
techniques to evaluate general histological characteristics.
Additionally, immunohistochemical techniques were used to deter-
mine the location and presence of Sonic hedgehog (Shh) signal centers
for lepidotrychia development. The values obtained for the
quantitative variables body weight, length and width of the tail fin
were described using the arithmetic mean and standard deviation.
The deformity was observed from 600 UTA. Weight of deformed fry
was less than normal fish, length of the fin was similar in normal and
deformed fish. In contrast, width of the deformed fin was significantly
reduced. The sharp fin phenotype presented a change in the conformity
of the edges, lepidotrychia fractures. The epidermis presented active
Shh signaling centers, but the interray blastema showed vasodilation,
congestion and hemorrhages. The presentation of this case was related
to sudden increases in perieclosional temperature.

KEY WORDS: Atlantic salmon, Salmo salar; Caudal fin;
Deformity.
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