Int. J. Morphol.,
33(2)514-521, 2015.

Desarrollo de la Aleta Caudal del Salmon falmo salay
Salmon Caudal Fin Development $almo salay

1 Sk ok

Mariana Rojas"” ; Mario Pellén” & Mariano del Sol

ROJAS, M.; PELLON, M. & DEL SOL, M. Desarrollo de la aleta caudal del salmBal(no salay. Int. J. Morphol., 33(2)514-521,
2015.

RESUMEN: Las patologias y traumas de la aleta caudal afectan la natacion, dificultan la alimentacion y la eficiencia de escape
de los peces, ademas aumentan la susceptibilidad a las infecciones bacterianas y flngicas. Los salmones adultos puedeideegenera
y completamente su aleta si esta es amputada. Sin embargo, se han reportado en el sur de Chile, alevines que expessdardefectos
cos en la aleta caudal asociados a un alto indice de mortalidad donde no ocurre regeneracion. Existen multiples estudietsobre
caudal de peces adultos pero esta descripcién no concuerda con la morfologia de la fase de alevin. Nuestro objetivolas describi
anatomia e histologia de la aleta caudal del salmoén de 15 mm, 30 mmy 60 mm para facilitar el diagndstico de las patcdogiss tem
de la aleta caudal. Se trabaj6 con 60 salmones divididos en tres grupos de 20 en etapas de 15, 30 y 60 mm. Diez salmgops de cad
fueron procesados con técnicas anatomicas de Hanken & Wassersug . Otros 10 alevines de cada grupo fueron procesados mediante
técnicas H&E/azul de Alcian pH 2,5: para glicosaminoglicanos y técnica Histoquimica Picrosirius de Junqueira para célagéno | y
momento de la eclosion de los peces (grupo 1) la aleta caudal no tiene su forma definitiva pero ha iniciado la formainénogdep
En el grupo 2, la aleta caudal comprende entre 19-20 lepidotriquias y se constituyen dos I6bulos uno dorsal y otro weni@jlh amb
la notocorda. Los rayos de cada I6bulo crecen mas rapido que los rayos que se encuentran entre los l6bulos y se foentraun surco
ellos. En el grupo 3 se observa claramente la aleta bilobulada, se mantienen 19 lepidotriquias que ahora estan enlpificasionle ca
Cada lepidotriquia crece distalmente mediante la formacion de articulaciones y segmentos. En el grupo 2 se consigné uie promedio
4-5 articulaciones por lepidotriquia y en el grupo 3 han aumentado a 6—10 articulaciones. Esta descripcion de la aletacdsialev
facilita el diagnostico de la aleta deformada y aporta conocimientos para comparar el desarrollo ontogenético con lasdgses-de
racion después de la amputacion de la aleta caudal.

PALABRAS CLAVE: Aleta caudal; Lepidotriquias; Alevin; Salmén; Desarrollo; Salmo salar

INTRODUCCION

Las patologias y traumas de la aleta caudal afectaralaun alto indice de mortalidad donde no ocurre regenera-
natacion, dificultan la alimentacion y la eficiencia de escaion y cuyo diagnostico no es claro. Los estudios descripti-
pe de los peces, ademas aumentan la susceptibilidad sda sobre la morfologia de la aleta caudal de salmoén adulto
infecciones bacterianas y fangicas (Bockelmetral, 2010) (Becerraet al, 1983, 1996) no concuerdan con la morfolo-
Los teledsteos tales como el pez cebeaetn la capacidad gia de la fase de alevin, por lo tanto se requieren nuevos
de regenerar rapida y completamente su aleta si estaestidios circunscritos a esta etapa de desarrollo temprano.
amputada (Mari-Beffat al, 1999; Mari-Beffa & Murciano, Nuestros objetivos fueron: 1) describir la anatomia de la ale-
2010; Rolland-Lagast al, 2012). Debido a esta eficienciata caudal del salmdn en tres etapas del desarrollo: A los 15
la aleta caudal de los peces teledsteos se ha convertido emon 30 mm y 60 mm, 2) reconocer las caracteristicas
modelo para el estudio de los mecanismos moleculares dugiologicas de los rayos o lepidotriquias y de los interrayos,
regulan la regeneracion debido a su bioestructura simpleagra facilitar el diagndéstico de las patologias de la aleta cau-
accesibilidad a la amputacion (Stoick-Cooeeal., 2007). dal, como también para entregar mayor informacion que nos
Se han reportado en el sur de Chile, alevines de salmén gaemita comparar el desarrollo ontogenético del alevin con
expresan defectos anatémicos en la aleta caudal asociddestapas de regeneraciornsaimon.
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MATERIAL Y METODO base a la birrefringencia especifica de la luz, que cada tipo
de fibra produce al ser incidida por un haz de luz polariza-
da. Asi, debido al grosor y organizacién de cada fibra

Se trabaj6 con 60 salmones divididos en tres grupamlagena, las fibras tipo | presentan birrefringencia de colo-

Grupo I: 20 alevines recién eclosionados de 15 mm. Grupacién rojiza, mientras que el colageno tipo Il se muestra

II: 20 alevines de 30mm de LAC. Grupo lll: 20 salmones dae coloracion verdosa (Junquedtaal). Los tejidos fueron

60 mm de LAC. Todo el procedimiento fue realizado seglobservados en microscopio de luz (Axiostar Plus, Zeiss) que

las normas bioéticas de la Facultad de Medicina, Universidenta con un sistema de polarizacién para visualizar la

dad de La Frontera, para la experimentacion con animatexion diferencial del colorante picrosirius y una camara
de laboratorio. incorporada (Canon Power Shot A640). Se utilizo el pro-
grama Axiostar para realizar mediciones lineales de las

Los salmones fueron eutanasiados por exposiciorepidotriquias de mayor longitud. Los valores obtenidos para

5% Benzocaina diluida en agua (Kalmagin 20®, Farquimicés variables cuantitativas se describen a través de la media

y procesados con técnicas anatémicas de diafanizacidmntmética y la desviacion estandar.

tincion para cartilago y hueso de Hanken & Wassersug

(1981). 10 alevines de cada grupo, fueron sometidos a di-

gestién proteica (tripsina) y expuestos al colorante AlizarirRESULTADOS

gue tifie de color rojo las sales de calcio presentes en los

tejidos osificados y al colorante Azul de Alcian, que tifie

azul los glicosaminoglicanos. Otros 10 alevines fueron pro- En la Tabla | se resumen las principales caracteristi-

cesados para microscopia, fueron incluidos en parafina sas de los tres grupos de peces estudiados, tales como cam-

lida seccionados en cortes sagitales seriadosudede es- hios morfolégicos, longitud, nimero de segmentaciones, de

pesor, y procesados para microscopia con las siguientes téftircaciones de las lepidotriquias, aspectos histolégicos y

nicas 1) H & E/azul de Alcian pH 2,5: permite observar lde tincion.

disposicion general de los tejidos y el depésito de

glicosaminoglicanos. 2) Técnica Histoquimica Picrosirius Al momento de la eclosion de los peces (grupo I) se

de Junqueira (Junqueigdal, 1979), que genera coloracionobserva la presencia de la aleta mediana que es un indicador

diferencial entre los distintos tipos de fibras colagenas, dr las etapas tempranas del desarrollo (Fig. 1). En el grupo

Tabla |. Caracteristicas generales y cambios de la aleta caudal de salmén durante el desarrollo post-eclosional.

Caracter Grupo A. 15 mm Grupo B. 30mm Grupo C. 60 mm

Caracteristicas del pez Recién eclosionado, transpa- Larva con saco vitelino en La piel presenta manchas a
rente, saco vitelino grande. involucion. Presenta movimien- ambos lados del cuerpo (par).
Se mantiene inmovil. tos natatorios. Pierde transpa-

rencia

Aleta mediana Presente Involucionando Ausente

Aleta caudal Ausencia de 16bulos Dos 16bulos simétricos Dos l6bulos simétricos

Nro de lepidotriquias 11+2 rayos 18+1 rayos 18+1 rayos

Longitud de las lepidotriquias 18 +2 43 +0,5 60+0,5

mas grandes en mm

Longitud lepidotriquias mas 18 +2 40 +0,2 56104

cortas (mediales)

Segmentaciones 0 6 10

Bifurcaciones No Si Si

Histologia Interacciones epitelio- Las lepidotriquias presentan un La calcificacion de hueso
mesénquima y formacion blastema fuertemente Alcian progresa desde la region pro-
inicial de las lepidotriquias. positivo ys e envuelven por ximal ala distal

tejdo osteoide, que deterrmina
Su aumento en espesor.

Caracteristicas observables Transparente El azul de Alcian tifie los GAGs La  alizarina  marca la

con técnica de Hanken & del blastema de los lepido- calcificacion progresiva y el

Wassersug (1981). triquias. azul de Alcian tifie los GAGs
del blastema de los lepido-
triquias.
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Il esta aleta esta involucionando (Fig. 2) y en el grupo IRnatomia de la aleta caudalEn el grupo | (15 mm) La
esta ausente (Fig. 3). aleta caudal se observa distalmente como un
solevantamiento mesenquimatico con formacion inicial de
En el grupo | la aleta caudal no ha alcanzado su famyos y revestido por epitelio . Estos rayos no son facilmen-
ma definitiva pero ha iniciado la formacién de lepidotriquiake detectables y no presentan segmentaciones ni bifurca-
(Fig. 1). En el grupo 2, la aleta caudal comprende entre Xenes, tampoco se evidencian actinotriquias ni
20 lepidotriquias y se constituyen dos Iébulos uno dorsalnyelanomacréfagos y no se reconoce l6bulos ni el surco en-
otro ventral, ambos bajo la notocorda. Los rayos de catila I6bulos (Fig. 1) (Tabla I).
I6bulo crecen mas rapido que los rayos que se encuentran
entre los lébulos y se forma un surco entre ellos (Fig. 2). En En el grupo Il (30 mm) se identifican dos Iébulos
el grupo 3 se observa claramente la aleta bilobulada, (pge tienen un tamafo similar y estan separados por un
mantienen 19 lepidotriquias pero ahora estan en procescsdeco, En cada Iébulo se han constituido 9—10 rayos o
calcificacion ademas se pueden reconocer con facilidad lepidotriquias y tanto en sus extremos dorsal como ven-
articulaciones y bifurcaciones (Fig. 3). tral se ven lepidotriquias de longitud menor (Figs. 2 y
4). Las lepidotriquias son visibles con el azul de Alcian
y no se tifien con la alizarina (Fig. 4). Cada lepidotriquia
esta formada por dos hemirayos simétricos y paralelos
que presentan a su vez un promedio de 7 segmentos cor-
tos separados por 6 articulaciones y conectadas una a la
otra por ligamentos de colageno Cada rayo se bifurca
en dos en la region mas distal de la aleta (Figs. 2 y 4),
Los interrayos permanecen transparentes y no se tifien
(Fig. 2) (Tabla I).

En el grupo Il (60 mm) las lepidotriquias se han
empezado a calcificar en una progresién que avanza des-
de proximal a distal (Figs. 3, 5y 6). Esto es visible exter-
namente por un color rojizo de la alizarina. La parte mas
distal de las lepidotriquias se observa de color azul debi-
do al predominio de glicosaminoglicanos. Las

Fig. 1. Grupo 1, presencia de aleta mediana (AM), notocorda (N
mesénquima que forma los rayos bajo la notocorda (Mes). Tinci
“in totd’” con rojo Sirius. 50X.
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L] v Fig. 3. Grupo 3, 19 lepidotriquias, Se identifica el avance de la

osificacion desde proximal a distal. Los rayos dorsales y mas
ventrales se encuentran mas avanzados que los mediales. Se iden-
Fig. 2. Grupo 2, 19 lepidotriquias destacadas por azul de Alcidifica ademas las bifurcaciones de los rayos (flechas). Técnica de
Técnica de AAA para cartilago y hueso. AAA.
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Fig. 6. Grupo 3, lepidotriquias de poco desarrollo dorsales a la
notocorda (azules) y lepidotriquias propiamente tales ventrales a
Fig. 4. Grupo 2, articulaciones (flechas) en lepidotriquias. Técnitanotocorda (No) de color rosado que indica calcificacion. Técni-

de AA-A, 30X. ca de AA-A 50X.

7,

dencia una membrana basal con colageno |y lll. Este
epitelio se invagina formando columnas donde se ubica-
/ ra las lepidotriquias (Fig. 7). La formacién de las
- lepidotriquias se inicia por lo tanto en contacto con la
/ epidermis y alcanza al interior de la dermis. En los gru-
J . ‘// pos Il y Ill, Los lepidotriquias estan inmersas en un
. ; - mesénquima laxo con caracteristicas embrionarias (Fig.
- 7). En la interfase epitelio mesénquima se observa una
membrana basal con resfuerzo de fibras colagenas tipo |
y lll y una matriz lepidotriquial formada por los
escleroblastos (Fig. 7).

e

Fig. 5. Grupo 3, articulaciones (flechas)
inter-rayos (In). Técnica de AAA 50X.

segmentaciones aumentaron a un promedio de 11 debid
gue se han formado 10 articulaciones en las lepidotriquias
de mayor longitud. En los extremos dorsales y ventrales
evidencian lepidotriquias de reducido tamafio inmersas en
una matriz muy positiva al azul de Alcian (Fig. 6). Las big
furcaciones se observan claramente, pero las actinotriquias

se observan con dificultad (Tabla I).

Histologia de la aleta caudalLa aleta caudal esta re—F_ s 2 A) Reqién més distal de la alet dal. Se ob

vestida por un epitelio de revestimiento pluriestratificadgd:/: G™UP0 2: A) Region mas distal de la aleta caudal. Se obser-
tituid de células b | sulas i va Epidermis (Ep) y formacion inicial de lepidotriquias (Lep). En

constituido por una capa de celulas basales, celulas InFgrl’nterfase epitelio-mesénquima se observa la matriz elaborada

medias y superficiales con muchas Cell{las caliciformgsy escleroblastos (color rojo) e interrayos (In), Técnica Rojo sirius
ricas en GAGs. Entre el epitelio y mesénquima se e¥in polarizadores. 100X.
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En el grupo Il se evidencian bifurcaciones Ademas de las lepidotriquias propiamente tales se
dicotémicas (Fig. 8) con muy poco colageno tipo | (Fig. 9pueden observar pequefias lepidotriquias en las regiones mas
en cambio en las articulaciones predomina el colagenaldrsales y ventrales de la aleta caudal, las cuales no presen-
(Figs. 9 y 10). EIl area interrayo presenta un tejidi@an bifurcaciones ni tampoco actinotriquias (Fig. 14).
mesenquimal practicamente sin fibras colagenas. L
lepidotriquias tienen un ndcleo interno constituido por ¢
lulas mesenquimales un blastemay rico en GAGs, esca-
sas fibras colagenas, y muchos vasos sanguineos, lo cual
revestido por tejido dseo que forma dos hemirayos (Fig. 1
Estas lepidotriquias se tifien de color azul con el coloral
azul de Alcian pero esto no corresponde a cartilago hiali
sino que al glicosaminoglicano del blastema que se encu
tra al interior (Fig. 12). El hueso estéa revestido por célul
aplanadas y cubicas que corresponden a los esclerobla
(Fig. 12). La calcificacion de hueso ocurre lentamente des
la regién proximal a la distal (Fig. 3). Los melanoforos S
dispersan a través de la aleta caudal (Fig. 13).

Fig. 10. Articulaciones constituidas principalmente por colageno
I. Técnica Rojo Sirius de Junqueira 400X.

- N "L..IJ.-\.'- o e
Fig. 8. Grupo 2 bifurcaciones de lepidotriquias, Tecnica de AA
50X.

Fig. 11. Grupo 2, corte longitudinal de tres lepidotriquias (Lep) cons-

tituido por un blastema de tejido mesenquimal que se tifie intensa-
mente con azul de Alcian (Bla) y dos semirayos dses simétricos y
Fig. 9. Bifurcaciones (B) y artnculacnones (Ar). Técnica Rojo Siriuparalelos (Hr) También se encuentra un blastema interrayo laxo con
de Junqueira. 50X. muchos vasos sanguineos (In). Técnica H-E- azul de Alcian, 100X.
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Fig. 14. Grupo 2, variaciones de tamafio de las pequefias
lepidotriquias mas dorsales y las propiamente tales. En la interfase
epitelio mesénquima se observa una membrana basal con resfuerzo
de fibras colagenas | y Ill. (50X) Rojo Sirius.

importantes diferencias cronolégicas entre ambas especies.
Los segmentos son mas largos dentro de un rayo en las po-
siciones proximales que en posiciones distales y los seg-

J ; ’ mentos son mas largos y numerosos en las lepidotriquias
Fig. 12. Hemirayo con escleroblastos (Hr-ost), encerrando Ugge componen los I6bulos comparados con aquellos que se
matriz de tejido mesenquimal muy afin al azul de Alcian (Bla)6ncuentran en el surco interlobar, esto es similar a lo obser-

Ambos constituyen una lepidotriquia (Lep). Int: blastema interrayo. .
Técnica H-E/azul de Alcian, 400X. vado en pez cebra por lovine & Johnson (2000).

La piel que reviste la aleta caudal del alevin de sal-
mon esta constituida por epidermis de epitelio estratificado
y dermis constituida por tejido con caracteristicas
mesenquimales. El andlisis morfolégico nos permite des-
cribir que existe una relacion entre la capa basal de la epi-
dermis y la formacién de las lepidotriquias. Esto esta de
acuerdo con los estudios sobre regeneracion de la epidermis
en pez cebra y de carpa adultos realizadas por Akimetnko
al. (1995, 2003) y Bockelmaret al y que indican que la
epidermis tiene un papel fundamental en el proceso de for-
macion de lepidotriquias.

Debido a que la piel de los peces es vital como de-
— fensa frente al ambiente externo (Quilhac & Sire, 1999) el
Fig. 13. Grupo 3, lepidotriquias calcificadas y revestidas Cothempo de regeneraCIO_n, de la piel debe ser muy rapldp para
melanomacréfagos. Técnica AAAI“totd’ 200X. mantener la proteccion frente a hongos, bacterias y
protozoos. La presencia de esta capa epidérmica es impor-
tante con el fin de estimular la regeneracion de otras estruc-
DISCUSION turas perdidas de la aleta (Becestal, 1996; Becharat
al., 2000, 2003; Béckelmann & Bechara, 2004). Interna-

mente se observan 19 rayos elongados de origen dérmico

La anatomia de la aleta caudal del salmén en las tfdige corren de proximal a distal en la aleta caudal, esto es
etapas estudiadas es similar a la secuencia que se encéiégrente a lo descrito por Akimenled al. (2003) para pez

tra en el pez cebra (Rolland-Lagetral), sin embargo hay cebra que reporta un promedio de 15-18 lepidotriquias. Cada
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lepidotrichia se compone de dos hemirayos opuestos y ctaexpresion de genes requeridos para el proceso de rege-
cavos con téflo mesenquimatico intra-rayo central y estéeracion, tales como Shh el cual esta involucrado en la
de acuedo a lo observado por Morgesl (1982) en el formacién de actinotrichia. El blastema inter-rayos es laxo,
pez adulto. Con azul de Alcidn se reconoce |Iaambiéntiene apariencia mesenquimal y muchos vasos san-
glicosaminoglicanos presentes en el mesénquima en todagneos. similar a lo que ocurre en pez cebem(o rerio
las regiones del blastema, sin embargo, el blastema ritsnilton-Buchanan). Murciaret al (2002, 2007) han pre-
periférico se relaciona con células formadoras dsentado evidencia que sugiere que el blastema interrayo es
lepidotriquias. Los escleroblastos se encuentran en lescesario para una bifurcacién adecuada de cada rayo du-
compartimentos laterales donde ellos secretan directamenatete la regeneracién. El tejido circundante y la epidermis
matriz ésea, esto es similar a lo observado por Santamanigrrayo pueden modular la longitud del rayo.
et al (1992). Las articulaciones consisten en huesos de
extremos redondeados que se enfrentan entre si. El com- El grupo A, la aleta caudal esta poco desarrollada,
partimento mesenquimal sigue siendo continua y la artidas lepidotriquias son del mismo tamafio, por lo tanto no se
lacién fisica se produce sélo en la matriz 6sea. Esto es cban constituido los |6bulos, esto se relaciona con el estudio
sistente con la caracterizacién previa de las articulaciorss Hernandeet al (2013), que indica que no hay movi-
como "fibroso" (Bordayet al, 2001), y con las definicio- mientos natatorios de los peces en esta fase post-eclosional
nes que dicen que las articulaciones estan conectadasdmido a que durante esta época los alevines con saco
tejido conectivo (lovine, 2007). En este estudio no se otitelino, permanecen en el fondo del tanque. Seglun estos
servaron con facilidad las espiculas fusiformes llamadastores al momento de la eclosion, el sistema nervioso esta
actinotriquias. Esto es diferente a lo observado paruy indiferenciando, y durante las primeras semanas de vida
(Bockelmann & Bechara, 2009) quienes observaron qdel alevin ocurre la diferenciacién de las neuronas y
después de la amputacion de la cola son estas estructnmgogénesis (Herndndez & Rojas, 2013). En el grupo B,
las que muestran una capacidad regeneratiles lepidotriquias han crecido en forma diferente y se cons-
extremadamente rapida tituyen dos Iébulos de similar tamafio. Cuando quedan muy
pocos nutrientes en el saco vitelino, los peces se elevan a la
Becharaet al (2003) observaron que la aspirinasuperficie y se adhieren a las plantas. En el grupo C las
un antiinflamatorio no esteroidal inhibe la formacién d&epidotriquas han crecido en longitud y se puede reconocer
actinotrichia, y esto sugiere que su inhibicién se puede des segmentos, las bifurcaciones y el inicio de la calcifica-
ber a que la aspirina probablemente interfiere con la viacdén. Los peces nadan con facilidad. Este estudio permite
seflales Sonic hedgehog (Shh). Béckelmann & Bechamamayor conocimiento de la histogénesis normal de la ale-
(2009) observaron que durante el proceso de regeneradiigaudal en fase de alevinaje facilitando el diagnéstico de
de actinotrichia, naproxeno, no interfiere con la sintegitologias y aporta informacion para estudios comparativos
de actinotrichia durante el proceso regenerativo de la aletatre la ontogenia de la aleta caudal y la regeneracion des-
caudal. Esto puede ocurrir porque naproxen no influye pnés de la amputacién total de la cola en salmones.

ROJAS, M.; PELLON, M. & DEL SOL, M. Salmon caudal fin developmei@gimo salay). Int. J. Morphol., 33(2)514-521, 2015.

SUMMARY: Caudal fin pathologies and traumas can affect swimming, impede food and exhaust efficiency, and also increase
susceptibility to bacterial and fungal infections. Adult salmon can regenerate their fin quickly and completely if it idntpoteever,
yolk sac fry expressing anatomical defects in the caudal fin have been reported in southern Chile and are associatedtialithigh
rate where regeneration does not occur. There are many studies on adult salmon but this description does not match gyeafmorpholo
the juvenile phase. We describe the anatomy and histology of the caudal fin in salmon 15mm, 30 mm and 60 mm to facilifate the e
diagnosis of diseases of the caudal fin. We worked with 60 salmon divided into three groups of 20 in steps of 15, 30 ah@l 60 mm.
salmon from each group were processed with Hanken & Wassersug anatomical techniques. Another 10 fry from each group were
processed using H&E/Alcian blue pH 2.5 techniques: for glycosaminoglycans and technical histochemistry Picrosirius Junqueira fo
collagen I and Ill. Upon hatching of fish (group 1) the caudal fin has no definitive form but has commenced trainingidmyrayléers.
In group 2, the caudal fin comprises from 19 to 20 lepidotriquias and two lobes one dorsal and one ventral, both are aodstitie
notochord. Each lobe ray grows faster than the rays that lie between the lobes and a groove is formed between themnlehrigroup 3c
shows the bilobed flap, 19 lepidotriquias that are now in the process of calcification are maintained. Each lepidotriglisaiypivg
forming joints and segments. In group 2 an average of 4-5 lepidotriquia joints were recorded and in group 3 there wae ah6rcrea
10 joints. This description of normal fry flap facilitates comparative study of the deformed fin.
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