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RESUMEN: En salmonicultura se utilizan imagenes de rayos X, para evaluar la columna vertebral y las aletas, pero estas no
permiten cuantificar los minerales que constituyen el hueso, para esto se utilizan otras técnicas que son destructieasop& Micr
Electrénica de Barrido de presién variable (VP SEM) acoplada al detector espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDX)
acoplado, nos permite analizar la microestructura y a la vez determinar elementos quimicos, porcentaje y distribucidempresentes
puntos especificos en una muestra. Se utilizaron 5 truchas control y 5 con deformidad mandibular, de agua dulce en Hiaga de smo
analizé la estructura y mineralizacion del hueso, se eligieron en promedio 6 puntos de cuantificacion por region de arafizsasos
mediante Microscopia Electrénica de Barrido (VP SEM-EDX). Los datos obtenidos muestran porcentaje en masa de Ca promedio en
hueso articular de truchas fueron de 8.07 % y de 14.48 % en truchas con deformidad mandibular y control respectivameste y el po
taje en masa promedio de P es de 4.07 % y 7.60 %, en truchas con deformidad mandibular y control respectivamente. Se identificd
ademas otros elementos presentes en la muestra como Mg, Na, C, O, N, S, F, Zn, Al y Fe, con especial interés en elabmento de ¢
en las muestras analizadas con deformidad mandibular y la presencia de aluminio en todas las muestras. La Técnica de YP SEM-EDX
permite evaluar de forma directa, sin destruccion de la muestra y con una preparacion minima de la muestra. En el icaegm la apl
mas frecuente de SEM-EDX es la medicién del contenido de Ca y Py la relacién que existe entre estos elementos CaffPaen la mues
Paralelamente la técnica nos permite la deteccidon de otros microelementos provenientes del agua o de la alimentacidnal-que even
mente pueden provocar alteraciones en los peces, confirmando la hipétesis que el microandlisis elemental tiene utilidad para la
salmonicultura.

PALABRAS CLAVE: Microanalisis elemental, Espectroscopia de rayos X (EDX); Hueso; Trucha arcoiris.

INTRODUCCION

Durante la formacion del esqueleto ocurren procgren a dos tipos de osificacion intramembranosa y
sos tales como migracion, condensacion osteocondssteocondral. La osificacion intramembranosa genera
progenitora, diferenciacién y maduracion. La diferenciacidssteoblastos, osteocitos, osteoclastos y la osteocondral a
de células madre mesenquimales y hematopoyéticas da esindroblastos, condrocitos. El proceso se completa con la
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secrecion de proteinas y depésito de minerales, generasdola aplicacion mas frecuente de EDX la medicion del con-
matriz 6sea organica e inorganica (Hagaal, 2004; tenido de calcio (Ca) y fésforo (P) componentes principales
Fernandez-Tresguerres-Hernandezebal, 2006; Adams de la matriz inorganica (y la relacion Ca/P). El uso de la
et al, 2007). Se ha descrito que el proceso de formacion llécroscopia Electrénica de Barrido (SEM) permite exami-
hueso esta finamente regulado, existiendo mas de 20 gemasla estructura y morfologia con una resolucién espacial
responsables, con varias rutas de sefializacion que interdta, gran profundidad de campo mediante la interaccion
nen através de familias de proteinas Bmps, Shh Wnty Notehjre los electrones del cafién y la muestra, energias que son
gue convergen en un factor de transcripcion, run-2 (Bticyrecolectadas a través de: detector de electrones secundarios
al., 1997; Dayet al, 2005; Lin & Hankenson, 2011; Zhab (SE) y detector de electrones retrodifundidos o backscatter
al., 2019). En salménidos, el hueso se caracteriza por $86E), entregando informacién sobre topografia y contras-
acelular, es decir, hay ausencia de osteocitos en el tejtdajuimico de la muestra respectivamente. En este punto el
(Baeverfjordet al., 2019). En este sentido, Witten &equipo de Microscopia Electrénica de Presion variable (VP
Huysseune (2009) indican que las caracteristicas del hu&teM) nos permite analizar una muestra en estado nativo, es
de los teledsteos son: 1) ausencia de osteocitos; 2) ausedefdr, sin necesidad de recubrimientos metalicos (Au, Au/
de tejido hematopoyético de la médula 6sea; 3) abundaneid o de carbono, si ademas este equipo se encuentra aco-
de pequefios osteoclastos mononucleados que realizan plado a detector de espectroscopia de rayos X de energia
resorcion 6sea no lacunar; y 4) una homeostasis mineral idispersiva (VP SEM-EDX) representa una poderosa herra-
pulsada por P en lugar de Ca. Asi, el proceso de formaciéomienta, que nos permite en aquellas regiones de la muestra
reabsorcién Gsea esté regulado criticamente por la interacaitie sean de interés, que presenten fallas o bien diferencias
entre los osteoblastos, responsables de la formacion del heredensidad electrénica de sus componentes determinar qué
so; y los osteoclastos, responsables de la resorcion éskenentos quimicos, su distribucion y en qué porcentaje estan
(Fernandez-Tresguerres-Hernandezesil; Baeverfijord presentes en un tejido (Rojesal; Scimecaet al, 2018;
et al). Los osteoblastos sintetizan los componentes orgaBhahet al, 2019). Finalmente podemos indicar que la
cos de la matriz 6sea (proteinas, proteoglicanos) que aMigroscopia Electronica de Barrido acoplada a EDX, tiene
vez son responsables del inicio de la mineralizacién vy ilaterés y utilidad para la salmonicultura debido a que puede
consecuente formacién de hueso (Fernaetiak). realizar una cuantificacion porcentual y distribucién elemen-
tal con un minimo de preparacion de muestra y ademas al
Los peces de cultivo, principalmente salménidos, s® ser una técnica destructiva nos permite utilizar esa mues-
han visto afectados por anomalias esqueléticas (Lall t€a para estudios histolégicos posteriores. En el presente tra-
Lewis, 2007; Hagat al, 2011). La ocurrencia depende erbajo realizaremos un estudio de relacion entre el analisis de
gran medida de la especie, las condiciones de cultivo yldamicroestructura y microanalisis elemental de forma si-
edad de los peces (Boglioatal, 2013). Asi, las deformi- multdneo mediante VP SEM-EDX en mandibulas y dientes
dades esqueléticas informadas frecuentemente en salmoniistrucha arcoiris control sanas y con deformacion
cultivados ocurren en el craneo/mandibula (Quigley, 199@andibular.
Berget al, 2012) y columna vertebral (Beggal ; Boglione
et al). Hace algunos afios, en truchas (de agua dulce) en el
Sur de Chile, esta ocurriendo una alteracion de los huedd&TERIAL Y METODO
articular y cuadrado, generando una prominencia en la zona
gue es visible externamente. Para estudios en tejido 6seo de
salménidos, comunmente se han utilizado radiografias pMMaestreo de especimeneSe realizo la seleccion de indi-
evaluar la morfologia principalmente en columna vertebralduos de agua dulce juveniles (smolt) de trucha arcoiris
y aletas (Witten & Hall, 2016; Holmt al, 2020; Drabikova (Oncorhynchus mykiysde aproximadamente 20-30 cm de
et al, 2021), para la formacién 6sea los métodos tradicitengitud, provenientes de piscicultura de pre-cordillera de
nalmente utilizados, son las técnicas histoquimicas de Manregion de Los Lagos. Los peces son cultivados bajo nor-
Kossa y Rojo de Alizarina (Roja al, 2016; Witten & mas generales (alcalinidad 20-200 mg/L Cg@0reza 60-
Hall) y para estudios de mineralizacion, se utilizan técnic80 mg/L CaCQ NH, < 0,02mg/L; HS > 0,002mg/L; ni-
de andlisis quimico elemental, como espectrometria de atatos <100mg/L; Nitritos <0,055 mg/L; Nitrégeno
sorcion atémica, plasma de acoplamiento inductive (ICEnoniacal <0,012 mg/L; Fosfatos >500 mg/L; Sulfatos >
OES), fluorescencia de rayos X (XRF) y difraccion de ra5 mg/L. T° Agua 12C, O, de 8,5 ppm, CO<7ppm y pH
yos X (XRD) que requieren destruir la muestra, no permile 6,5 a 8,5, Hierro < 0,1 mg/L; Cobre < 0,05 mg/L; Plomo
tiendo visualizar simultdneamente la microestructura<0,03mg/L y Mercurio < 0,05 mg/L y ATB 0,002—-6,0 mg/
cuantificaciéon de elementos (Michaketal, 2011; Oteyaka L). Se obtuvieron 10 peces para andlisis y fueron distribui-
etal, 2013; Kubaszewskt al., 2014a,b). Siendo en el hue-dos en dos grupos. Grupo 1: cinco especimenes control,
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clinicamente sanos, para lo cual se tomé en cuenta el nagle hueso dentario cerca de la sinfisis (incluidos los dien-
regular, agudeza visual, que no presenten deformaciéntak), en el cuerpo (regién media) y angular articular préxi-
guna, sin erosiones de las aletas, ni lesiones o tumores visé al opérculo. La visualizacidon de las estructuras
bles externamente en el cuerpo del pez que sean indicatimasfoldgicas se realizé utilizando detector de contraste qui-
de la presencia de enfermedades por bacterias y/o parasitico (Backscatter, BSE) en presion variable bajo los siguien-
(libre de patégenos); Grupo 2: cinco especimenes que pies pardmetros: energia de 10 KV, presion 20 Pa, WD 10
sentaron deformidades en sus mandibulas, sin erosionesmhe en Microscopio Electrénico de Barrido SU3500
las aletas, ni lesiones o tumores visibles externamente eiEIACHI-Japdn.

cuerpo del pez, que sean indicativos de la presencia de en-

fermedades por bacterias y/o parasitos (libre de patégenddicroanalisis Elemental Semicuantitativo.Para la

Los peces de ambos grupos fueron eutanasiados paantificacion y distribucion elemental, se realizaron en pro-
sobreexposicién al anestésico, para esto fueron colocadusdio 6 espectros por cada regién de interés en la mandibu-
en un contenedor con Benzocaina 20 % (Veterquimical&.de los especimenes (incluidos los dientes). La adquisi-
A., Chile) 30-40 ppm por un tiempo mayor a 10 min. Losidn se realizara bajo los siguientes parametros: energia apli-
especimenes fueron almacenado$@ 6n contenedor con cada 15KV, presién 20 Pa, WD 10 mm utilizando Micros-
hielo hasta llegar al laboratorio. Posteriormente las muaspio Electronico de Barrido SU3500 HITACHI-Japén aco-
tras de mandibulas en el laboratorio fueron separadas pleldo a detector EDS (QUANTAX-Bruker).

resto de la cabeza, limpiadas con agua dd y se trataron cui-

dadosamente a fin de remover tejidos blandos sin ocasioAaidlisis Estadistico.La normalidad de los datos fue eva-
dafio mecanico en la estructura y almacenadas en fijatloada a través de la prueba de D’Agostino-Pearson para es-
para evitar degradacion y/o contaminacion del material. tdistica descriptiva. Las diferencias entre grupos fueron ana-
protocolo experimental fue aprobado por el Comité Etidizadas utilizando la prueba U de Mann-Whitney. El valor
Cientifico de Universidad de La Frontera RE®6IL-20 p<0,05 fue considerado estadisticamente significativo
(08 de julio de 2020). (GraphPad Software, version 9.0, San Diego, CA, EE.UU.).

Microscopia Electronica de Barrido (SEM).Las mues-

tras fueron fijadas en formalina 10 % tamponada hasta RESULTADOS

analisis. Las muestras de mandibulas fijadas se lavaron con

agua destilada desionizada (x3) para eliminar restos de sa-

les del fijador. Posteriormente se dejaron secar al ambiente  En la Figura 1 se ilustré una representacion grafica
sobre un papel absorbente para extraer el exceso de agedos huesos maxila y mandibula de los salménidos; se ca-
Las muestras fueron adheridas al stub (portamuestra) meeterizan por los huesos dentario, angular-articular,
diante una cinta de carbono de doble faz. Se realiz la kétroarticular y también por la articulacién con el hueso cua-
sualizacion de la muestra separada en tres regiones de idtaeo, se incluyd en esta imagen las regiones de interés donde

MAXILLA
Fig. 1. Esquema que re-
PREMAXILLA presenta la boca abierta
de un salmonido (regio-
nes de interés). Se obser-
va la mandibula forma-
da por el hueso dentario
que tiene la forma de una
horquilla, el angular que
CUADRADO se introduce en el denta-
rio, articular, retroarti-
cular. Ademas, se obser-
va el hueso cuadrado
completando la articula-
cién, premaxilar, maxilar
(Modificada de Bruno
Chanet et Sandrine
Tercerie. Museum
National d"Historie
Naturelle).

DENTARIO

CERATOHYAL

ANGULAR
BASIHYAL
HYPOHYAL \\
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se realizaron las mediciones de EDX en la mandibula deemental de mayor densidad electronica. En este caso para
truchas arcoiris control y truchas que presentan defornmaandibula de trucha control las imagenes mostraron unifor-
cion mandibular (el analisis incluyé los dientes) (Datovo &nidad composicional, no se observo diferencias de densi-
Vari, 2013). dad electrénica mayores, ni asociadas a alteraciones
morfolégicos de la superficie (Fig. 3A-3B), en cambio en
En la Figura 2 se observéd la morfologia yruchas con deformidad mandibular, se observé claramente
microestructura de los dientes de truchas control sanas (Figgiones mas electrodensas que indican mineralizacion y
2A-2B) y dientes de truchas que presentan deformidattas menos electrodensas que deberian corresponder a com-
mandibular (Figs. 2C-2D). En general se observé los diepenente mas bien organico (Fig. 3C -3D).
tes erupcionados, de forma curva, afiliados, cénicos y alar-
gados. Es importante resaltar que se observaron dientes que- En la Figura 4 se muestra el microanalisis elemental
brados y con fracturas en la superficie en truchas que prealizado tanto a muestras de dientes y mandibulas en tru-
sentaron deformacion mandibular, aunque el recambio defras que incluyen imagen (VP-SEM), espectro y tabulaciéon
tario esta presente también en peces sanos. de % de masas (EDX). Se observé que existe gran cantidad
de elementos, de los cuales son principalmente de interés
En la Figura 3 se muestra la microestructurade ma@a, P y C. Los espectros presentaron diferencia
dibulas, la visualizacion se realiz6 utilizando el detector BSi®mposicional entre las muestras de los grupos analizados,
(backscatter) que nos muestra contraste quimico de las m@#sAado los valores que se obtuvieron para truchas control
tras, es asi como areas mas oscuras representan menorstanmayores que los obtenidos para truchas con deformidad
sidad electrénica y mas claras representan una composiaid@ndibular tanto en % Ca y P respectivamente, en cambio,

SU3500 5.00kV 7.8mm x50 BSE-COMP

Fig. 2. Hueso dentario y dientes en trucha arcoiris. Dientes de trucha control (2A-2B). Diente de truchas con deformaaifar mandib
(2C-2D). Microscopio Electrénico de Barrido SU-3500 HITACHI, Japén.
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SU3500 10.0kV 11.8mm x1,00k BSE-COMP 10Pa ' '80.0um " [ SU350010.0kv\11.8mm x1.00k BSE-COMP 10Pa" | | '50.0um "

m 1 kV 11 m x1.00k BSE OMP 20Pa

Fig. 3. Hueso mandibular en trucha arcoiris. Truchas control (3A-3B). Truchas con deformaciéon mandibular (3C-3D). Microscopio
Electrénico de Barrido SU-3500 HITACHI, Japén

los valores obtenidos para C son mayores en truchas cen25.1 %y 17.24 % (p< 0,001), para el P los valores fue-
deformacion mandibular que en truchas control tanto en dienn de 11.17 y 8.30 % (p 0,014) y para C los valores fueron
tes (Fig. 4A-4C) y mandibulas (Fig. 4B-4D). Los datos ol23.90 y 38.67 % (p<0,001) en truchas control y truchas con
tenidos fueron analizados y tabulados para mandibula y digeformidad mandibular respectivamente (Tabla II).

tes (Tabla | y II). Cabe destacar que en diente se encontro

otros elementos, como aluminio que no son propios del cristal ~ Se realizaron mapeos de distribucion sobre mandi-
de HPA, ni parte traza de la estructura, tanto en truchas cbolas y dientes, cada elemento es representado por un color
trol como truchas con deformidad mandibular, con valorgbigs. 5 y 6). En la muestra de mandibulas control (Fig. 5)
gue oscilan para truchas control, entre 0.69 % (rango 0.0® se observo alteraciones como fallas o fracturas, el anali-
6.75) en diente y 0.46 % (rango 0.00-2.99) en mandibulsis presenté un patron homogéneo de distribucion elemen-
(Tablas I y II). Mientras que en truchas con deformidat@l (intensidad de sefial en color), tanto para Ca (magenta)
mandibular, los valores obtenidos son 0.34 % (rango 0.00P (azul); en cambio, en mandibulas que presentan defor-
1.90) y 0.29 % (rango 0.00-3.81) (Tablas | y II). En mandfidad mandibular (Fig. 6) se observo alteraciones en la su-
bulas los valores de Ca obtenido fueron de 14.48 y 8.07@érficie, no mostré uniformidad, existiendo areas donde se
(p<0,001), para P los valores fueron 7.06 y 4.07 % (p<0,00disminuy¢ la intensidad sefial de Ca (magenta), P (azul) y
y para C los valores fueron 43.39 y 61.54 % (p<0,001) gue coincide con aumento intensidad para C (amarillo) en
truchas control y truchas con deformidad mandibular rest mismo lugar donde se observan alteraciones
pectivamente (Tabla I). En dientes los valores de Ca fueroricroestructurales.
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Fig. 4 Miroanélisis elemental en truchas control. Diente de t
trucha condeformacion mandibular (4C). Hueso Mandibular de truchas con deformacion (4D). Microscopio Electrénico de Barrido SU-
3500 HITACHI acoplado a EDX Quantax-Bruker.

SN, T ey i N
control (4A). Hueso mandibular de trucha control @8yeDient

Tabla I. Evaluacion de mineralizacion en hueso mandibular de trucha a@at@ifynchus mykisstilizando Microscopia Electroni-

ca de Barrido acoplada a Detector de Espectroscopia de Rayos X de Energia Dispersion (SEM-EDX).

Carbono (C)
Oxigeno (O)
Calcio (Ca)
Fésforo (P)
Magnesio (Mg)
Sodio (Na)
Nitrégeno (N)
Azufre (S)
Flaor (F)
Aluminio (Al)
Zinc (Zn)

Mediana (minimo - maximo)

Sano
43,39 (25,46 — 60,94)
30,40 (19,84 — 42,86)
14,48 (7,48 — 21,85)
7,60 (4,16 — 16,71)
0
0,62 (0,00 — 2,15)
2,97 (0,00 - 8,74)
0
0,03 (0,00 - 0,60)
0,46 (0,00 — 2,99)
0

Deforme

61,54 (41,22 — 73,92)
24,48 (14,62 — 39,38)

8,07 (193 — 15,94)
4,07 (1,12 - 7,08)
0
0,30 (0,00 — 0,88)
1,87 (0,00 — 13,46)
0,17 (0,00 — 1,14)
0
0,29 (0,00 — 3,81)
0

Valor p

<0,001
0,002
<0,001
<0,001
1,000
0,058
0,156
0,022
0,157
0,106
1,000

\ 0 WD

Fig. 5. Mapeo de

P-KA

distribucion elemental en hueso mandibular de trucha arcoiris control. Elementos identificados por ¢ulagest&a
P (azul), C (amarillo) y O (rojo) y Na (verde). Microscopio Electronico de Barrido SU-3500 HITACHI acoplado a EDX Quantax-Bruke

En diente la muestra de truchas control mostré dipresente pero en menor proporcion que muestras de truchas
tribucién uniforme de los elementos, la regién donde pareen deformidad mandibular (Fig. 7), en cambio, en dientes
ce no existir mineralizacién, siempre se encontré carbode peces deformes (Fig. 8), se observa zonas de baja
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mineralizacion afectando visiblemente mas al P que Ca,doincidente con el aumento porcentual registrado en las ta-
que se relaciona con una microestructura que presenta blas |1y Il. Se observé ademas la presencia de aluminio al
esta visiblemente mas alterada y fisurada, se report6é adealizar la cuantificacion, no siendo este un elemento pro-
mas en esas regiones una alta intensidad para el carbpioocaracteristico.

G- 9¢ 1V WD+10 § .3 o

Fig. 6. Mapeo de distribucion elemental en hueso mandibular de truchas arcoiris con deformacion. Elementos identifidades: por co
Ca (magenta), P (azul), C (amarillo) y O (rojo) y Na (verde). Microscopio Electrénico de Barrido SU-3500 HITACHI acoplado a EDX
Quantax-Bruker.

Tabla Il. Evaluacion de mineralizacién en dientes de trucha arcoiris cédadfiynchus mykissitilizando Microscopia Electronica
de Barrido acoplada a Detector de Espectroscopia de Rayos X de Energia Dispersiva (SEM-EDX).

Mediana (minimo - méximo) Valor p
Sano Deforme

Carbono (C) 23,90 (15,21 - 32,86) 38,67 (21,50 — 50,20) <0,001
Oxigeno (O) 33,12 (13,35 - 52,88) 32,43 (14,70 — 41,00) 0,457
Calcio (Ca) 25,10 (16,43 — 37,18) 17,24 (8,86 — 30,90) <0,001
Fosforo (P) 11,17 (7,47 - 19,11) 8,30 (3,63 — 14,90) 0,014
Magnesio (Mg) 0,30 (0,00 -1,39) 0 <0,001
Sodio (Na) 1,05 (0,60 -1,89) 0,974 (0,00 — 1,60) 0,772
Nitrégeno (N) 3,50 (0,00 - 11,29) 1,79 (0,00 — 8,40) 0,064
Azufre (S) 0,38 (0,00 - 1,76) 0,15 (0,00 - 1,80) 0,278
Flaor (F) 0,46 (0,00 -1,13) 0,06 (0,00 - 0,60) 0,001
Aluminio (Al) 0,69 (0,00 - 6,75) 0,34 (0,00 - 1,90) 0,692
Zinc (Zn) 0,29 (0,00 - 1,33) 0 0,012

WD 140 mm

LAG 0 k o v S 5 R R 20 ]
Fig. 7. Mapeo de distribucién elemental en diente de trucha arcoiris control. Elementos identificados por colores: Ca Bhrfagehia)
C (amarillo) y O (rojo) y Na (verde). Microscopio Electrénico de Barrido SU-3500 HITACHI acoplado a EDX Quantax-Bruker.
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Fig. 8. Mapeo de distribucidn elemental en diente de trucha arcoiris con deformacién mandibular. Elementos identificéoles por co
Ca (magenta), P (azul), C (amarillo) y O (rojo) y Na (verde). Microscopio Electrénico de Barrido SU-3500 HITACHI acoplado a EDX
Quantax-Bruker.

DISCUSION deformidad mandibular es 4.07 %, en cambio en las truchas
control es 7.60 %. En dientes los valores informados fue-
ron de 25.10 % para peces sanos, en cambio para peces con

El hueso representa un reservorio de minerales paeformacién mandibular fue de 17.24 %, para el P los valo-
sentes en el matriz inorganica compuesta principalmente pes porcentuales fueron de 8.30 % para truchas con defor-

Ca, P siendo estos indicadores del estado de mineralizaaididad mandibular y de 11.17 % para truchas control. Si com-

y en menor concentracidn zinc, manganeso, magneg@aamos estos valores con lo reportado en literatura, encon-

(Prabhwet al, 2016; Prabet al, 2017), facilmente analiza- tramos que los autores Shearer & Hardy (1987) reportaron

ble mediante Microscopia Electronica de Barrido de prevveles de P vertebral (con grasa) en trucha arcoiris normal

sion variable, ya que no necesitamos mayor preparacion @ige8,8 % y en deficiencia de 6,2 %. Por otra parte, Ogino &

la fijacion del material para evitar su deterioro. Estas mueBakeda (1978) reportaron que la vértebra de trucha arco iris
tras al no requerir preparacion, se pueden analizaormal contiene 6,5 % de P y vértebras deficientes contiene
microestructuralmente en su forma nativa, sin utiliza3,2 % de P (no libre de grasa), estos valores fueron obteni-
recubrimientos de ningun tipo que pueden eliminatos mediante analisis quimico proximal, es decir, las mues-
microfracturas o defectos recién en formacion de la supettiias fueron pulverizadas, tratadas con quimicos para elimi-
cie. En cuanto al analisis elemental, el contenido de Ca y&r la materia organica, secadas y/o calcinadas y posterior-
son parte estructural de los cristales de hidroxiapatita comente analizadas por técnicas como destructivas como ICP
ponente mayoritario de la matriz inorganica del hue€®ES, Absorcién atdmica, etc.

(Baeverfjorcet al). Cuando analizamos las muestras de tru-

cha con deformacién mandibular podemos ver que existen  El detector EDX ademas identificé otros elementos

diferencias tanto en hueso mandibular y en dientes, compaesentes en la muestra que son considerados estructurales

radas con muestras truchas control, es asi como, se obseorao Mg, Na, C, O, N, S, Fy Zn y otro no estructural como
dafio en dientes que incluye piezas fisuradas y quebradé<Es importante destacar de estos analisis composicionales:

(Figs. 2 y 3). Al realizar EDX sobre estas muestras se et} Aumento del contenido de carbono, C, considerado un

cuentra presencia de diferentes elementos, siendo de mayparcador de materia organica presente en una muestra, y

interés Cay P, estos elementos se encuentran en mayor pumque es parte de la composicién normal, su porcentaje

porcion en truchas control que en truchas con deformidadta muy por sobre lo esperado en truchas con deformidad
mandibular y el mapeo de distribucion elemental nos penandibular, superando en todos los especimenes analiza-
mitié verificar que esas regiones de interés que presentios el valor reportado en literatura, 2) Presencia de alumi-
anormalidades de la microestructura coincidentemente ti@e, Al, en todas las muestras, lo que se podria explicar por-
nen menor presencia de Ca y P, indicando que existe unge algunas fuentes de agua, generalmente aquellas de cor-
disminucién de la mineralizacion del hueso mandibular gillera, contienen metales, por lo tanto, monitorear el agua
dientes. El porcentaje de Ca informado en mandibulas yisus composicion es unos de los factores importantes de

truchas con deformidad mandibular fue de 8.07 %, en camitivo, ya que estos metales en concentraciones mayores a

bio, el porcentaje de Ca en truchas control es 14.48 %.|&%$ toleradas por los peces, ponen en riesgo su estado sanita-

porcentaje en peso promedio informado de P en truchas can(Reyne, 2008; Veget al, 2015).
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Finalmente, las muestras se pueden analizar sin pBaspersive X-ray spectroscopy detector (EDX), allows us to
paracion alguna, en este caso el equipo permite visualiza@aglyze the microstructure and at the same time determine
en bajo vacio (VP-SEM), lo cual no requiere preparacion §gemical elements, percentages, and distribution present at
muestra para no alterar su estado fisico y que ademasSRegific points in a sample. !:|ve control and five jaw deformity
fundamental para el analisis elemental. En cuanto EpxrQut, from freshwater and in the smolt stage were used. The

L . o . Structure and mineralization of the bone were analyzed, an ave-
pesar que el andlisis es semicuantitativo, es decir, entr(? a

| tual traci6n absolut ge six quantification points were chosen per region of interest
un valor porcentual, no una concentracion absolula es s 0l) and then they were analyzed by Scanning Electron

ciente_ para discrimir_w_lr areas de Ia_ muestra donde, exis, Rroscopy (VP SEM-EDX). The data obtained have shown
cambios de composiciones de Calcio, Carbono y Fésforgné average mass percentage of calcium in trout joint bone was
ademas la presencia de algin elemento no caracteristicog 8¢ % and 14.48 % in jaw deformity and control trout,
la muestra analizada que podria ser eventualmente patoispectively; and the average mass percentage of phosphorus is
gico. También es interesante destacar que las muestras gu@? % and 7.60 %, in jaw deformity and control trout,
dan indemnes y se pueden someter a otras técnicegpectively. Other elements present in the sample were also

histol6gicas e histoquimicas para tejido 6seo para complgentified, such as magnesium, sodium, carbon, oxygen,
mentar los analisis nitrogen, sulphur, fluorine, zinc, aluminium, and iron, with

special interest the increase of carbon in the analyzed samples
with mandibular deformity and the presence of aluminum in all
samples. The VP SEM-EDX Technique allows direct evaluation,
without destruction of the sample and with minimal sample
preparation. In bone, the most frequent application of SEM-EDX
. . is the measurement of the content of calcium (Ca) and
_En las truc_has con def,ormldad mand!bula_r, los poE)'hosphorus (P) and the relationship that exists between these
centajes de Calcio (Ca) y Fosforo (P) son inferiores tanisments, calcium/phosphorus (Ca/P), in the sample. At the same
en mandibula como en diente, se observa un aumento glgk the technique allows us to detect other microelements from
porcentaje de carbono a expensas de esta disminucion Witer or food that can eventually cause alterations in fish,
neral, indicando que existe un aumento del componente esnfirming the hypothesis that elemental microanalysis is useful
ganico en las muestras. for salmon farming.

CONCLUSIONES

Mediante este microanélisis elemental se han detec- ~ KEY WORDS: X-ray Spectroscopy (EDX); Bone;
tado ademas otros elementos que no son propios de laf&inbow Trout.
tructura como el aluminio pudiendo ser indicador de conta-
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