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Resumen

El pez chame (Dormitator latifrons) tiene una alta relevancia en la acuicultura y pesca artesanal
en Ecuador. Considerando la escasa informacion biolégica base sobre esta especie, se estudia
aqui la morfologia y desarrollo mediante la técnica de diafanizacion, que permite observar el
esqueleto a través de los tejidos. En chames juveniles de 9-16cm (n=06) se us6 KOH 0.1N
para transparentar los tejidos blandos, y se evalué dos pigmentos para tinciéon ésea: Rojo
n0.40 y Rojo de alizarina. El Rojo de alizarina tuvo mayor especificidad para el tejido 6seo
por su afinidad con el calcio, con mejores resultados en la visualizacién e identificacion de
estructuras esqueléticas. Asimismo, se pudo observar calcificaciéon de huesos en todas las
tallas analizadas, lo que sugiere que este proceso se inicia antes de los 9cm de longitud. Este
protocolo optimizado constituye asi una herramienta eficaz para el estudio de peces de tama-

flo y anatomia similar.
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Abstract

The chame fish (Dormitator latifrons) is highly relevant to aquaculture and artisanal fisheries in
Ecuador. Considering the limited baseline biological information available for this species,
its morphology and development were studied here using the clearing and staining tech-
nique, which allows skeletal observation through transparent tissues. Juvenile chame speci-
mens measuring 9-16 cm (n = 6) were treated with 0.1 N KOH to clear soft tissues, and two
bone-staining pigments were evaluated: Red No. 40 and Alizarin Red. Alizarin Red showed
greater specificity for bone tissue due to its affinity for calcium, providing better results in the
visualization and identification of skeletal structures. In addition, bone calcification was ob-
served in all analyzed size classes, suggesting that this process begins before 9 cm in length.
This optimized protocol therefore constitutes an effective tool for the study of fish species

with similar size and anatomy.

Keywords: Clearing and staining, Histology, Fish, Calcification.

Introduccién

El chame (Dormitator latifrons) es un pez con una amplia distribucion natural en zonas coste-
ras tropicales y subtropicales, desde el sur de Estados Unidos hasta el Perd. En Ecuador se
encuentra en zonas de estuarios y humedales (Bravo y de la Cruz, 2019), principalmente en
las provincias de Manabi, Esmeraldas, Guayas y Los Rios, donde la poblaciéon local la cultiva,
pesca y consume como parte de sus tradiciones. Los estudios morfolégicos y de produccion
sobre esta especie son necesarios para poder establecer programas de conservacion y cria
fundamentados (Gonzalez-Martinez et al., 2020). Sin embargo, el conocimiento sobre esta
especie es aun escaso, incluso sobre aspectos basicos de su biologia y ciclo de vida, pese a la

relevancia como recurso alimenticio y especie nativa.

La diafanizaciéon es una técnica que, a través de transparentar los tejidos blandos, permite
visualizar estructuras 6seas y cartilaginosas aplicando tinciones especificas. No obstante, los
protocolos no estan optimizados por especie y talla, sino que se generalizan para grupos de
peces (Romero y Gonzalez, 2019), existiendo la necesidad de la puesta a punto segun las ca-

racteristicas de especimenes a estudiar.

En este estudio se ajusta el protocolo de diafanizaciéon en chame y se comparan dos al-
ternativas de tincién para determinar cual ofrece mayor eficacia en la visualizaciéon de los

componentes 6seos en juveniles de Dormitator latifrons, 1o que contribuira al conocimiento
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morfolégico de esta especie.

Metodologia

Los individuos a estudiar se obtuvieron por medio de granjas acuicolas de chames (chame-
ras) dentro de la provincia de Manabi, en San Vicente. Se selecciond peces entre 9 cm a 16
cm, a los que se les aplicé eutanasia por sobredosis de anestésico mediante inmersion en una
solucién de 70 ppm de eugenol en agua, durante 10 minutos, de acuerdo con protocolos de

bienestar animal (Millan-Ocampo, et al., 2012).

Para el proceso de diafanizacion se emple6 la técnica propuesta por Piovesana (2014), adapta-
da para peces. Se utilizé formol (formaldehido 37,74%), etanol, hidréxido de potasio (KOH),
agua potable, glicerina, colorante rojo n°40 y rojo de alizarina. El procedimiento consistié en
la aplicaciéon de soluciones de KOH en diferentes concentraciones, seguidas de conservacion
en glicerina, con el fin de transparentar los tejidos blandos y exponer las estructuras 6seas y
cartilaginosas. La tincion se realizé utilizando rojo n°40 de grado alimenticio (Rodriguez y
Algarilla, 2017) y rojo de alizarina (Hyote, 1960), empleados para resaltar los componentes
oseos (Liutenko et al., 2023). Todo el proceso detallado se presenta en la tabla 1, donde se
describe los pasos, tiempos y concentraciones utilizadas para cada etapa de la diafanizacion

ademas de una comparativa entre las tinciones utilizadas.

Tabla 1. Comparativa de protocolos de diafanizacién con rojo n°40 y rojo de alizarina apli-

cados en juveniles de chame.

Rojo n°40 Rojo de Alizarina
Solucion Tiempo Solucion Tiempo
Fijacién Formaldehido 4% 2 dias Formaldehido 4% 1 dia
Deshidratacion Etanol 70% 1 dia Etanol 70% 1 dia
Transparentacion
i aci6 Solucién acuosa de KOH al Solucién acuosa de
/ Diafanizacion 20 dias 15 - 24 dias
5% KOH al 5%
) Solucién acuosa de
Solucién acuosa de KOH al
o ) KOH al 5% + 2 g de
Tincién 5% + 2 g de colorante rojo 2 dias ) . 2 dias
colorante rojo de ali-
n°40. .
zarina.
20 dias en
. Solucién acuosa de la primera
Solucién acuosa de KOH al o o
o ] 7 dias KOH al 5% + Glicerti- dilucién y
5% + Glicerina en proporcion .
Aclarado . por cada na en proporcion cre- un dia entre
creciente desde 75:25 hasta o )
2575 dilucién  ciente desde 75:25 hasta  la segunda
' 25:75 hasta la dltima
dilucion
Preservacion Glicerina 100% Glicerina 100%

III CoONGRESO INTERNACIONAL DE BIOTECNOLOGIA
Y EcosisTEMAS NEOTROPICALES. 2025



SIMPOSIO ICTIOLOGIA Y ACUICULTURA

Articulos cientificos

Resultados y discusién

En este trabajo, presentamos por primera vez un analisis de las estructuras dseas en juveniles
de Dormitator latifrons a través de un proceso de diafanizacion utilizando dos tinciones diferen-
tes para las estructuras Oseas, esta informacion es generada por primera vez para esta especie
con resultados que evidencian su viabilidad en estos peces. Diversos autores que han emplea-
do esta técnica han mencionado que el tiempo de exposicién durante la tinciéon es menor en
comparacion con el utilizado en el presente estudio, lo que indica la necesidad de ajustar el

tiempo de tincién de acuerdo con talla de los especimenes de interés.

Respecto a las tinciones, se puede observar que el rojo n°40 (fig.1A) efectivamente tifie las
estructuras 6seas y el tiempo del protocolo para los resultados finales es igual entre tinciones,
con un total de dos meses; pero la duracién de la tincién del tejido con rojo n°40 es de aprox.
dos meses, mucho menor que con el rojo de alizarina con la que se mantendria indefinida-
mente (fig 1B). Estas diferencias tendrfan relaciéon con la afinidad especifica del rojo de aliza-
rina con el calcio que se acumula tipicamente en el tejido 6seo (Kiernan, 1990). Asimismo, se
observo diferencias cualitativas entre secciones anatémicas, por ejemplo, para identificar las
estructuras determinantes del craneo, que son: maxilares, premaxilares osificados, dentarios,
paraesfenoides, etmoides laterales, vomer, prooticos, pterdticos, branquioestegals, opérculo,
preopéreulo, subopérculo, otolitos, cintura pectoral, cleitrum (Valdez-Moreno et al., 2009),
huesos que aunque fueron visibles en ambas tinciones se visualizaron con mayor claridad y

definicién con el rojo de alizarina.

Figura 1. Resultado final de la diafanizacion en Dormitator latifrons , longitud total = 9cm,
con tincién de rojo n°40 (A) y rojo de alizarina (B).

En el caso de la seccion del tronco, las estructuras oseas principales como son: 3 espinas
neurales, 9 vertebras toracicas, 18 espinas costales, 7 pterigoforos con 7 radios, aletas pecto-
rales con 15 radios y las aletas pélvicas; fueron todas observadas en cada espécimen, en todas
las tallas y para ambas tinciones. Es decit, que en esta seccion el uso de rojo n°40 o rojo de

alizarina son efectivos, probablemente debido a menor espesor en esta parte del cuerpo, que
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facilitarfa la penetracion de los pigmentos hasta los huesos a través de los tejidos blandos.

En la secciéon mas larga, la cola se identifico: 14 vertebras caudales, 9 pterigéforos dorsales
con sus respectivos radios, 10 pterigéforos anales, un hypural con 15 radios principales y 8
radios secundarios en todos los peces, de lo cual se infiere que no existen cambios en la forma
y tamafio de los huesos entre tallas. Al igual que en la seccién toracica, en este segmento del
cuerpo la identificacion de sus estructuras 6sea es igual para ambas tinciones, sin embargo, el
espacio entre huesos por articulaciones cartilaginosas se reconoce mas definidamente con la

tincion de rojo de alizarina.

Finalmente, no se encontré mayor diferencia de osificacién entre tallas, lo que sugiere que
los procesos de calcificacion en Dormitator latifrons estarian ya iniciados a partir de los 9 cm de
longitud o menos, lo que refuerza la idea de que esta especie posee un rapido desarrollo 6seo,
posiblemente vinculado a sus estrategias adaptativas en ambientes de transicion (Vega-Villa-
sante et al., 2021).

Conclusiones

La diafanizacion es una técnica eficaz para la observacion de las principales estructuras dseas
en chames, incluyendo las vértebras, el craneo y los huesos de las aletas. Tanto como en espe-
cimenes de 9 cm y 16 cm se identifican patrones similares de osificacion, lo que confirma la
consistencia morfoldgica de la especie. En cuanto a la tincién, ambos pigmentos son funcio-
nales; el rojo de alizarina mantiene la pigmentacion en todas las fases del proceso, mientras
que el rojo n°40 constituye una alternativa econdémica para observaciones de menor dura-
cion. El espesor de los organismos influye directamente en el tiempo, las concentraciones y la
calidad de la tincién, lo que determina la necesidad de ajustar los procesos de pigmentacion

y transparentacion segun la talla y morfologia de los especimenes.
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