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Abstract.- To describe and quantify morphological
abnormalities during the embryonic development of
Strangomera bentincki an area nearby the Itata River mouth
was sampled during the reproductive season 2007. Abnormality
levels (3-13 %) were coincident with reported levels for other
Clupeids species inhabiting areas with similar environmental
characteristics to the area studied. Type and abnormalities

prevalence were coincident with those reported for other fish
species. Blastopore irregular closing and the embryonic axis
twist were the most frequent in the samples. These abnormality
types would be caused by errors during the epiboly, which can
occur spontaneously, influenced by internal or external factors.
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Introduccién

La transparencia de los huevos de un gran niamero de
especies de teledsteos facilita la observacion y el analisis
del desarrollo embrionario, haciendo posible el examen
de algunas de sus cuatro etapas fundamentales:
fecundacion, segmentacion, gastrulacion y organogénesis
(Kunz 2004). Estas etapas claves para la formacion del
organismo destacan por la complejidad de sus procesos,
presentandose en algunos casos, irregularidades
reflejadas en anormalidades morfologicas en el embrion.
Estas pueden ocurrir tempranamente como alteraciones
en el patron de segmentacion de los blastomeros,
afectando de manera adversa el desarrollo subsecuente
del embrion (Avery et al. 2009), mientras que otras se
manifiestan mas tardiamente, como por ejemplo, la
diferenciacion anormal del eje dorsoventral (Stachel et
al. 1993). Las alteraciones del desarrollo embrionario
pueden ocurrir espontineamente influenciadas por
factores internos o pueden ser provocadas por factores
externos como las caracteristicas hidrograficas naturales
que son criticas para el desarrollo normal de los huevos

(temperatura, salinidad) y por la exposicion a
xenobiodticos (De Ciechomski 1966, Cameron et al.
1992). Esto ultimo ha llevado a la utilizacion del nivel
de anormalidades como bioindicador del estado del
ambiente marino (Kjorsvik et al. 1990, Von Westernhagen
etal. 2001).

La primera fase necesaria para individualizar
anormalidades es la identificacion de la secuencia de
estadios que componen el desarrollo embrionario de la
especie en estudio. Dependiendo del autor, los criterios
de clasificacion pueden variar, incluso para especies del
mismo género. En el género Engraulis, por ejemplo, para
E. ringens hay una escala de cinco estadios (Fischer 1958)
mientras que para E. mordax existe una de once estadios
(Moser & Ahlstrom 1985). Independiente de la escala
utilizada, los estudios que han caracterizado
anormalidades en distintas especies coinciden en que el
periodo de la gastrulacion es donde mas incidencia de
anormalidades se observa. Adicionalmente Von
Westernhagen (1988) y Makhotin et al. (2001), mediante
experimentos de incubacion con embriones de Gadus
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morhua, muestran que las anormalidades producidas
durante la gastrulacion contribuyen mayormente a la
mortalidad natural de los embriones. Estos experimentos
también demuestran la correspondencia de este tipo de
anormalidades con bajas tasas de eclosion y altas tasas
de mortalidad larval. Lo anterior indicaria la repercusion
de la alteracion en la gastrulacion en la viabilidad de los
embriones y en consecuencia su eventual efecto sobre la
capacidad reproductiva de una poblacion determinada
(Von Westernhagen 1988, Cameron et al. 1992). Los
antecedentes aqui sefialados resaltan la relevancia que
adquiere la investigacion de anormalidades en el
desarrollo embrionario de peces, mas atn si se trata de
especies de importancia econdmica (Mellinger 1995).

Estudios que traten la incidencia de anormalidades
en peces nativos son escasos. En este contexto y dadas
sus caracteristicas biologicas un buen modelo a estudiar
es la sardina comun, Strangomera bentincki (Norman,
1936). Esta especie neritico costera se distribuye desde
Coquimbo (29°S) hasta la Peninsula de Taitao (46°S) en
la costa chilena (Serra et al. 1979, Cordova & Balbontin
2006) siendo fuertemente explotada (790.000 ton afio™,
SERNAPESCA 2008). La sardina comun posee un ciclo
de vida corto, crecimiento rapido, una elevada tasa de
mortalidad natural y una estacion reproductiva que se
extiende desde julio a septiembre (Cubillos et al. 1999,
2002). Sus huevos son planctonicos y, ademas de su
transparencia, poseen caracteristicas tales como un corion
delgado, fragil y sin ornamentaciones, un espacio

perivitelino muy reducido, vitelo segmentado, ausencia
de gota oleosa y un diametro de 0,96 mm
aproximadamente (Herrera et al. 1987). Todos estos
atributos facilitan su identificacion en las muestras de
plancton y la observacion de posibles alteraciones del
desarrollo. El desove se produce en areas ubicadas a
menos de 10 millas nauticas de la costa (<100 m de
profundidad), sobre la plataforma continental y en bahias
que facilitan la retencion y concentracion de los huevos
(Cubillos et al. 2007).

En la zona centro-sur de Chile, un foco importante
de desove y crianza de esta especie se encuentra en zonas
aledafias a la desembocadura del rio Itata, con altas
concentraciones de huevos en el plancton (50-100 huevos
0,05 m) (Cubillos et al. 1999), por lo que constituye un
area ideal para evaluar el nivel de anormalidades de esta
especie en condiciones naturales. El presente estudio
describe y cuantifica las anormalidades morfologicas
ocurridas a lo largo de la época reproductiva 2007 de S.
bentincki en zonas aledafias a la desembocadura del Rio
Itata.

Material y métodos

El area de estudio correspondi6 a estaciones de muestreo
ubicadas en areas costeras adyacentes a la desembocadura
del rio Itata y a Punta Burca en la bahia de Coliumo,
zona centro sur de Chile (Tabla 1). Se realizaron
muestreos planctonicos durante la época reproductiva de

Fecha de muestreo, ubicacion geogréfica, temperatura superficial, nUmero de huevos analizados y
porcentajes de anormalidades en huevos de Strangomera bentincki durante el afio 2007

Sampling date, location, superficial temperature, number of analyzed egg and
Strangomera bentincki malformations egg rate during 2007 year

Fecha Latitud Longitud Temperatura N° embriones Anormales Promedio (= D.E.)
(°S) (°W) (°C) analizados (%) mensual anormalidades

25.06.07 36,49 72,94 9.0 146 6.2

25.06.07 36,48 73,00 10,0 57 0,0 3,1(x44)

10.10.07 36,48 72,94 11,5 466 0.0

10.10.07 36,48 72,96 11,8 2077 1.6

19.10.07 36,48 72,95 11,0 13 7.7

19.10.07 36,48 72,94 11,0 15 13,3 5.7 (x6,1)

26.11.07 36,48 72,94 14,0 35 0.0 0,0

11.12.07 36,36 72,90 11,0 87 0.0

11.12.07 36,47 72,94 12,0 629 11,1 5,6 (+7,8)
Total 3525 33
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invierno y primavera del afio 2007 a bordo de la
embarcacion ‘Kay Kay II’ de la Universidad de
Concepcion. La obtencion de las muestras se realizd con
redes tipo Bongo (300 pm trama, 60 cm diametro boca,
equipada con flujémetro) mediante arrastres oblicuos con
una duracion menor a 10 min. La velocidad de arrastre
fue menor a 2 nudos ya que los huevos son susceptibles
al estrés mecanico provocado por la red (Cameron et al.
1992). En cada muestreo se monitore6 la temperatura
superficial del mar debido a que esta caracteristica
hidrografica es un inductor reconocido de anormalidades
(Wiegand et al. 1989, Aritaki et al. 1996). Para los meses
de noviembre y diciembre se registraron las caracteristicas
oceanograficas con CTD (modelo SBE 19plus).

Las muestras de plancton fueron fijadas a bordo en
formalina neutralizada al 5% y luego observadas en el
laboratorio con microscopio estereoscopico donde se
separaron los huevos de S. bentincki. La identificacion

se realizo en base a los caracteres sefialados por Herrera
et al. (1987). Los huevos fueron clasificados por estadio
de desarrollo embrionario segin la secuencia de once
estadios descrita por Sepulveda et al. (2000). Los huevos
que presentaban alguna desviacion atipica en la
morfologia embrionaria normal (Fig. la-o) fueron
considerados anormales, los cuales fueron fotografiados
y se analizaron con mayor aumento (45X) bajo lupa
estereomicroscopica (Nikon E200) para asignarles
estadios y realizar su descripcion detallada.

Para descartar posibles alteraciones morfologicas
producidas por la exposicion al fijador, huevos vivos sin
anormalidades obtenidos durante el afio 2008 se
fotografiaron antes y después de ser fijados en formalina
al 5%. Sin embargo, como las abundancias de huevos
durante el 2008 fueron bajas, esta actividad sélo se pudo
realizar con algunos estadios.

Figura 1

Strangomera bentincki: (a-j) huevos normales y (k-0) anormales en diferentes estadios de desarrollo embrionario observados
en muestras fijadas en formalina neutralizada (5%0). a: estadio 11, b: estadio 111, c: estadio 1V, d: estadio V, e: estadio VI,
f: estadio VII, g: estadio VIII, h: estadio IX, i: estadio X, j: estadio XI, k: estadio 1V con detencion en el avance
del anillo embrionario, I-0: notocorda torcida en distintos estadios de desarrollo

Strangomera bentincki: (a-j) Normal and (k-0) abnormal eggs in the different developmental stages observed in samples preserved
in buffered formalin (5%). a: stage 11, b: stage 111, c: stage IV, d: stage V, e: stage VI, f: stage VII, g: stage VIII, h: stage IX,
i: stage X, j: stage XI, k: stage IV with detention in germinal ring advance, 1-o0: embryonic axis

twisted in different developmental stages
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El nimero de huevos de sardina analizados por
muestreo correspondio a la abundancia total de estos en
la muestra. En cada fecha de muestreo, se separo6 la
muestra por estadio de desarrollo embrionario y se
contabilizé en cada uno de ellos el nimero de huevos
normales y anormales. Adicionalmente, en aquellos meses
con mayor nivel de anormalidades se midi¢ la totalidad
de los huevos anormales y una submuestra de huevos
normales. Para esto se fotografio la totalidad de los
huevos y se estimo el diametro mayor con la ayuda del
software ImageJ (Rasband 1997-2008). A partir de esta
medida se calculd el volumen del huevo (mm?) asumiendo
la forma de una esfera (4/3 nr®, donde r es el radio).

Para evaluar la existencia de diferencias en la
frecuencia de anormalidades a lo largo de la época
reproductiva y en las distintas etapas del desarrollo
embrionario, los datos fueron agrupados por meses de
muestreo y por estadio de desarrollo. Se utiliz6 el
estadistico de contingencia %* con el programa PAST
(Hammer et al. 2001). Para evaluar la relacion entre la
frecuencia de anormalidades y la temperatura superficial
del mar en el momento de muestreo se calculd el
coeficiente de correlacion de Pearson con el programa
STATISTICA (StatSoft Inc. 2004). No se considero el
resto de las variables oceanograficas ya que no se conto
con el registro adecuado en todos los muestreos. Para
evaluar diferencias de tamafio entre huevos normales y
anormales se aplico una prueba t con STATISTICA.

Resultados

Del total de muestras analizadas fue posible observar
embriones desde el estadio IV en adelante, es decir, desde
el momento en que el blastodisco abarca mas de un tercio
del corion. En todos estos estadios fue posible constatar
algtin grado de anormalidad, excepto en el estadio V (Fig.
1d).

En embriones normales en estadio IV, el blastodisco
tiene un grado de desarrollo que abarca mas de un tercio
de la masa vitelina, la cavidad de segmentacion ya
formada alcanza gran tamafio y se ubica en un costado
del huevo (Fig 1c). En huevos anormales, el blastodisco
se presenta como una proliferacion atipica de células,
con forma de bulto, en el apice de la masa vitelina, el
avance del anillo germinal se detiene, lo que provoca la
interrupcion del desarrollo del embrion (Fig. 1k).

En el estadio VI, el embrion, que se aprecia
claramente, alin no comienza a separarse de la masa de
vitelo, a pesar de que abarca mas de la mitad del corion.
Los somitos se observan excepto en la region caudal; se
inicia la diferenciacion de los ojos (Fig. 1e). En huevos

anormales se puede apreciar principalmente el eje
corporal torcido (Fig. 11), lo que puede ir acompafiado
de la disgregacion del vitelo.

Entre los estadios VII y XI, la distincion entre estadios
se logra por el avance del grado de desprendimiento de
la cola en relacion con la masa de vitelo (Fig. 1f-j). Fue
esta relacion la que permitio en aquellos embriones
anormales que presentaban el eje corporal torcido, la
asignacion del respectivo estadio de desarrollo (Fig. 1m-

0).

Desde las muestras de plancton vivas, solo fue posible
encontrar huevos en los estadios IV, VI y VIII. Estos
fueron fotografiados vivos y fijados en formalina al 5%.
La observacion detallada demostré que no hubo una
alteracion en la morfologia del embrion provocada por
la exposicion al fijador y que erroneamente fuese
considerada como anomalia. La formalina s6lo provoco
que el tejido del embrion se oscureciera y una contraccion
de la masa vitelina, cambios que no son considerados
anormalidades. En este andlisis se tomo la precaucion de
utilizar los estadios mas sensibles a la aparicion de
anormalidades (estadios IV, VI y VIII).

Cuantificacion de anormalidades durante el
desarrollo embrionario

En total se analizaron 3525 huevos provenientes de nueve
muestras obtenidas en cuatro meses de la época
reproductiva de S. bentincki. De este total, un 3,3%
correspondi6 a embriones con algun tipo de anomalia
(Tabla 1).

En los diferentes estadios del desarrollo embrionario
de S. bentincki, el porcentaje de anormalidades varid
significativamente (prueba 2, P < 0,001; n = 10). En
general, a medida que el desarrollo embrionario avanza
hay una disminucion en el nivel de anormalidades
encontradas (Fig. 2a).

El estadio que presenté mas anormalidades fue el IV,
en el cual se detiene el avance del anillo germinal,
provocando que no se concrete el cierre del blastoporo
(Fig. 1k). Luego, los estadios con mas frecuencia de
anormalidades fueron el VII y VIII, etapas en las que se
produce entre otros procesos, la elongacion del extremo
caudal (Fig. 11-m). El maximo de anormalidades se
produce durante la gastrulacion, mientras que el resto de
anormalidades se produce durante el proceso de
organogénesis (Fig. 2a).

El nivel de anormalidades en los meses analizados
presenté diferencias entre si (prueba 2, P < 0,001, n=
4). Los meses en los que se presentd un mayor porcentaje
de anormalidades correspondieron a octubre y diciembre
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(Tabla 1). Se pudo apreciar una leve tendencia a un
aumento en el nivel de anormalidades a medida que la
estacion reproductiva avanzo.

Durante noviembre y diciembre, el registro de CTD
mostro en las estaciones muestreadas que las condiciones
oceanograficas entre los 0 y 15 m de profundidad,
fluctuaron entre los 9,8-12,3°C, 32,4-34,5 ups y 6,1-6,4
mg L' oxigeno disuelto. El nivel de anormalidades a lo
largo del gradiente de temperatura superficial que se
presentd durante los meses evaluados fue variable, no

o
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encontrandose una relacion entre el nivel de
anormalidades detectado y la temperatura superficial del
mar en el momento de muestreo (r =-0,174, P =0,653).

Se detectaron diferencias significativas de tamaio
entre huevos normales y anormales (prueba t, P <0,001,
ol 2961 =109), siendo de menor tamafio los
huevos anormales. Esta tendencia se mantuvo al agrupar
por estadio (Fig. 2b, estadio IV-VI prueba t, P <0,001,
n =212n =79; estadio >VI pruebat, P <0,001,
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Figura 2

a) Anormalidades morfolégicas (%) en los distintos estadios de desarrollo embrionario de Strangomera bentincki;
los valores corresponden a todos los muestreos combinados. b) Variacion en los volimenes de huevo
normales y anormales de Strangomera bentincki agrupados por estadios de desarrollo

a) Morphological abnormalities (%) at the different embryonic developmental stages in Strangomera bentincki;
values correspond to all sampling dates pooled. b) Volume variations in normal and abnormal
Strangomera bentincki eggs, pooled by developmental stage
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Discusion

En esta investigacion se determino para la sardina comun,
Strangomera bentincki, el tipo de anormalidades
presentes en forma natural en las distintas etapas del
desarrollo embrionario y su frecuencia a lo largo de la
estacion reproductiva, en el area de desove costera de la
zona centro sur de Chile, durante el afio 2007. Las
anormalidades detectadas en el desarrollo embrionario
de la sardina comun, en general, coinciden con las
encontradas en embriones de otras especies de teledsteos.
Estas alteraciones en el desarrollo son observables
mediante induccion experimental, ya sea frente a
contaminantes o factores abidticos (Tabla 2), como
también en condiciones naturales (Makhotin et al. 2001),
y se presentan en varios ordenes disimiles de teleosteos
tales como Clupeiformes, Gadiformes, Cipriniformes,
Ciprinidontiformes y Pleuronectiformes.

Entre las anormalidades comunes en distintas especies
de peces, destacan el cierre irregular del blastoporo
provocado por la detencion del avance del anillo germinal
y la torsion notocordal, especialmente en la region caudal
(Tabla 2). Estas alteraciones corresponderian a errores
durante la epibolia, fase en la cual se establecen y
yuxtaponen las primeras tres capas germinales. En este
proceso fallaria la correspondencia entre movimientos

morfogenéticos relativamente independientes, a través de
los cuales se constituye la region axial del embrion
incluyendo el tronco y la cola (Makhotin et al. 2001, Kunz
2004, Ali 2007). Otra fase clave en el desarrollo de peces
corresponde a la segmentacion temprana, en la cual se
observan alteraciones en la morfologia de los blastomeros
(Avery & Brown 2005, Avery et al. 2009). En el caso de
la sardina comun, el desove ocurre durante noche y el
muestreo se hace durante la madrugada, razén por la cual
no se encontraron embriones en fase de desarrollo previos
a la gastrulacion, por lo que no fue posible su observacion.

En los embriones de sardina comun se pudo
cuantificar una incidencia decreciente de anormalidades
a medida que el desarrollo embrionario avanza. La
gastrulacion es la etapa con mayor frecuencia de
anormalidades, las que durante la organogénesis
disminuyen. Esta tendencia ya ha sido descrita para varias
especies de peces (Cameron et al. 1992) y se explicaria
porque los estadios tempranos, previos a la
organogénesis, reflejan la condicion parental. Es decir,
las variaciones en las caracteristicas fisiologicas y
reproductivas del adulto repercuten en la calidad de sus
huevos (Schreck et al. 2001, Hershberger et al. 2005).
La alta tasa de mortalidad diaria natural de huevos
registrados para esta especie (0,8-0,98 dia!) (Cubillos et
al. 2007), sugiere que estas anormalidades podrian ser

Anormalidades en el desarrollo embrionario reportadas por diversos autores en distintas especies de peces

Embryonic developmental anomalies reported by several authors in different fish species

Especie Anormalidades

Estadio (*) Causas Autor

Cyprinus carpio Torsién notocordal

Vil Exposicion a metales Jezierska et al.
pesados (2000).
(cobre o plomo)

Fundulus heteroclitus

Engraulis anchoita

Buglossidium luteum
Hipoglossoides platessoides
Limanda limanda
Phrynorhombus norwegicus
Microstomus kitt
Platichthys flesus
Pleuronectes platessa
Psetta mdaxima

Solea solea

(1) Alteracion en desarrollo del embrién por escaso
desarrollo de la region cefilica (2) Embrién sin partes
del cuerpo distinguibles, se observa por encima del
vitelo

Torsion notocordal, especialmente en region caudal

Agregados celulares atipicos con concentracion plasmatica
defectuosa.

Segmentacion irregular de los blastémeros

Fallaen cierre de blastoporo. Afloramientos como ampollas
desde el eje corporal

(1) Notocordos torcidos y/o deformaciones de la regién
cefilica (2) Alteracién en tamafio de ojos y anormalidades
en la pigmentacion

VI-XI Exposicion a Boudreau et al.
metiltestosterona (2005).
VII-XI Temperatura 19-20°C. De Ciechomski
Salinidad 3,5- 8.4 ups (1966).
11-VI Exposicion a metales Cameron et al.
pesados (1992).
1 (cobre, arsénico y zinc) e
hidrocarburos clorinados
wv-v
VII-XI

(*) Segun el criterio de clasificacion de estadios de desarrollo propuesta por Sepilveda et ai. (2000) para Strangomera bentincki
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producidas por factores endogenos, relacionados con la
condicion parental.

En la anchoveta Engraulis ringens, otro Clupeiforme
presente en la misma zona geografica, se ha observado
una variacion durante la estacion reproductiva tanto en
la calidad bioquimica como en el tamafio del huevo,
disminuyendo ambos a medida que la época de desove
avanza (Castro etal. 2002, Llanos-Rivera & Castro 2004).
Estas caracteristicas del huevo influyen directamente en
la supervivencia de los estadios larvales tempranos
(Castro et al. 2009). Para Strangomera bentincki, en el
presente estudio se observo una tendencia no significativa
al aumento en el nivel de anormalidades morfologicas
embrionarias a medida que la estacion reproductiva
avanza. Esto puede resultar relevante dadas las similitudes
en las caracteristicas reproductivas que la sardina
comparte con E. ringens, sugiriendo que se podrian
atribuir a efectos de la calidad de los huevos. Lo anterior
adquiere relevancia si se considera que en este estudio
se constatdo que los huevos anormales eran
significativamente de menor tamafio que los normales.

El nivel de anormalidades detectado para la totalidad
de los huevos analizados vari6 entre 3-13%, y concuerda
con lo cuantificado para otras especies de clupeidos:
Anchoviella sp. (3-8%), Sardina pilchardus (12%) y
Engraulis enchrasicolus (9%) (Klumpp et al. 2002,
Klumpp & Von Westernhagen 1995, Yannopoulos &
Yannopoulos 1981, respectivamente). Estos niveles son
similares a los observados en otros teledsteos como
Limanda limanda, Pleuronectes platessa, especies en que
el porcentaje de anormalidades varia entre 4 y 8% en
ambientes sin o con escasa contaminacion (Klumpp &
Von Westernhagen 1995). El area de muestreo
considerada en nuestro estudio ha sido catalogada como
un area con escasa contaminacion (Palma et al. 2007).
De la misma manera, los valores de temperatura
superficial del mar observados en nuestro estudio se
encuentran dentro del rango caracteristico de la época
de desove de esta especie, la que oscila entre 10°C y
17°C (Sepulveda et al. 2000).

La informacién proporcionada en este estudio valida
el uso de muestras fijadas en formalina neutralizada
al 5%, incluso en los estadios tempranos mas sensibles.
Sin embargo, las estimaciones futuras podrian
complementarse con observaciones a partir de embriones
vivos. El presente estudio demuestra que la sardina
comun, S. bentincki, es una buena especie de estudio para
cuantificar fluctuaciones en el nivel de anormalidades
embrionarias. Esta especie, ademas de ser endémica, tiene
gran importancia comercial y presenta un amplio rango
de distribucion a lo largo de las costas de Chile. Los

niveles de anormalidades detectados pueden servir de
referencia para futuros monitoreos en el area, ya sean
estudios de calidad ambiental, de fluctuaciones en las
condiciones hidrograficas, asi como para estudios que
busquen determinar variaciones en viabilidad de estados
tempranos debido a efectos maternales en condiciones
naturales.
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