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Resumen: Actualmente el método de doble tincion empleado con rojo de alizarina y azul de alcian
para tincion éseay cartilaginosa, respectivamente, genera costos elevados en la realizaciéon de pro-
tocolos para estudios de anatomia y sistematica en vertebrados. El objetivo del presente trabajo fue
comparary analizar el colorante extraido de semillas de Bixa orellana con el rojo de alizarina en la tin-
cion 6sea en peces juveniles de Piaractus brachypomus. Se utilizaron 70 peces juveniles de 2 + 0,4 cm
de longitud total, los cuales fueron sedados utilizando 2 Fenoxi-etanol a concentracion final de 500
mg/L y sacrificados en conformidad con las normas y procedimientos para el uso de animales de la-
boratorio. Posteriormente, se sometieron a una serie de fases para la conservacion del tejido. Se dis-
tribuyeron 35 peces para cada tratamiento (rojo de alizarinay achiote) y se observaron e identificaron
las estructuras éseas teflidas con cada uno de los colorantes. Ademas, se analizd la 1e (intensidad
de luz emergente) y Di (Densidad integral) en ejemplares diafanizados para cada tratamiento. No se
observaron diferencias significativas para la 1e (P = 0,10), a diferencia de la pi (p < 0,05) para columna
vertebral y aleta dorsal. Concluimos que el colorante de Bixa orellana (achiote) presenta afinidad en
estructuras ¢seas de peces juveniles y, por tanto, es una buena alternativa para la realizacién de la
técnica de diafanizacién y estudios osteoldgicos de vertebrados a bajo costo.

Palabras clave: achiote; cachama blanca; diafanizacién; tinciéon

* Articulo de investigacion.

a Magister en Ciencias Bioldgicas de la Universidad ces. Miembro del grupo de investigacién en Reproduc
ciony Toxicologfa de Organismos Acuaticos (Gritox), Instituto de Acuicultura, Universidad de los Llanos,
Villavicencio, Colombia. Correo electrénico: yeferson.moreno@unillanos.edu.co. ORCID: https://orcid.
0rg/0000-0002-3013-9965

b Doctora en Ciencias Bioldgicas - Zoologia de la Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho.
Miembro del grupo de investigacién en Reproduccién y Toxicologia de Organismos Acuaticos (Gritox),
Instituto de Acuicultura, Universidad de los Llanos, Villavicencio, Colombia. Correo electrénico: tmira@
unillanos.edu.co. ORCID: http://orcid.org/0000-0002-2278-7997

¢ Doctor en Ciencias Agrarias de la Universidad de los Llanos. Miembro del grupo de investigacion en Re-
produccién y Toxicologia de Organismos Acuaticos (Gritox), Instituto de Acuicultura, Universidad de los
Llanos, Villavicencio, Colombia. Correo electronico: jarodriguez@unillanos.edu.co. ORCID: https://orcid.
0rg/0000-0002-6735-3885

d Doctor en Ciencias Agrarias de la Universidad de los Llanos. Miembro del grupo de investigacion en Re-
produccién y Toxicologfa de Organismos Acuaticos (Gritox), Instituto de Acuicultura, Universidad de los
Llanos, Villavicencio, Colombia. Correo electrénico: mauriciomedina77@gmail.com. orCID: https://orcid.
0rg/0000-0002-4871-2715

35



Recibido: 27 de febrero de 2019
Aceptado: 26 de marzo de 2020

Disponible en linea: 14 de agosto de 2020

Cémo citar: Moreno Guerra, Y. A, Mira Lopez, T. M., Rodriguez Pulido, J. A., y Medina Robles, V. M.
(2020). Método alternativo de tincién 6sea en peces juveniles empleando extracto de Bixa orella-
na. Revista Facultad de Ciencias Bdsicas, 15(2), 35-44. por: https://doi.org/10.18359/rfcb.3971

Alternative Bone Staining Method in Juvenile Fish Using
Bixa Orellana Extract

Abstract:Currently, the double staining method for bone and cartilaginous staining using alizarin red
and cyan blue, respectively, generates high costs in the implementation of protocols for anatomy and
systematic studies in vertebrates. The objective of this work was to compare and analyze the dye ex-
tracted from Bixa Orellana seeds and the alizarin red used in bone staining in Piaractus Brachypomus
juvenile fish. 70 juvenile fish with 2 + 0.4 cm total length were used; they were sedated using 2-phenoxi-
ethanol at a final concentration of 500 mg/L and slaughtered under the standards and procedures for
laboratory animals. They subsequently underwent a series of tissue conservation phases. 35 fish were
allocated to each treatment (alizarin red and annatto) and bone structures stained with each dye were
observed and identified. It (intensity of emerging light) and 1D (integral density) were also analyzed in
diaphanization specimens for each treatment. No significant differences were observed for 1e (P = 0.10),
in contrast to the 1D (p < 0.05) for the vertebral column and dorsal fin. In conclusion Bixa Orellana (an-
natto) has dying affinity in bone structures of juvenile fish and is therefore a good alternative for the
diaphanization technique and osteological studies of vertebrates at a low cost.

Keywords: Annatto; diaphanization; staining; white cachama

Meétodo alternativo de colora¢do 0ssea em peixes juvenis
empregando extrato de Bixa orellana

Resumo: Atualmente o método de dupla coloracdo empregado com vermelho de alizarina e azul de
Alcian para coloracdo 6ssea e cartilaginosa, respectivamente, gera custos elevados na realizacdo de
protocolos para estudos de anatomia e sistematica em vertebrados. O objetivo do presente trabalho
foi comparar e analisar o colorante extraido de sementes de Bixa orellana com o vermelho de aliza-
rina na coloracdo 6ssea em peixes juvenis de Piaractus brachypomus. Utilizaram-se 70 peixes juvenis
de 2 + 0,4 cm de longitude total, os quais foram sedados utilizando 2 Fenoxietanol com a concentra-
¢do final de 500 mg/L e sacrificados em conformidade com as normas e procedimentos para 0 uso
de animais de laboratério. Posteriormente, submeteram-se a uma série de fases para a conservacdo
do tecido. Distribuiram-se 35 peixes para cada tratamento (vermelho de alizarina e de urucum) e ob-
servaram-se e identificaram as estruturas 6sseas tingidas com cada um dos colorantes. Além disso,
analisou-se a Ie (intensidade de luz emergente) e bi (Densidade integral) em exemplares diafanizados
para cada tratamento. Ndo se observaram diferencas significativas para a 1e (P = 0,10), diferente da Di
(p <0,05) para coluna vertebral e barbatana dorsal. Concluimos que o colorante de Bixa orellana (uru-
cum) apresenta afinidade em estruturas 6sseas de peixes juvenis e, portanto, € uma boa alternativa
para a realizacdo da técnica de diafanizacdo e estudos osteoldgicos de vertebrados a baixo custo.

Palavras-chave: urucum; pirapitinga; diafanizacdo; coloracdo
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Introduccion

El colorante rojo de alizarina, tiene su origen en
la raiz de la planta Rubia tinctorum, nativa de la
India oriental y cultivada en paises como Espafay
Francia por su interés comercial en el sector de la
tintoreria (Derksen y Van Beek, 2002; De Santis y
Moresi, 2007). El pigmento de alizarina se produce
a partir de un proceso de oxidacion y acidificaciéon
de la raiz de la planta (De Santis y Moresi, 2007).
Actualmente, este colorante natural fue sustituido
por uno sintético mediante los trabajos realiza-
dos por Graebe y colaboradores en 1869 (Prakash,
2012). Al presente, este producto sintético (rojo de
alizarina) se emplea regularmente para estudios de
anatomia, biologia celular, sistematica y filogenia
de vertebrados (Smith et al., 2018). Por otro lado,
el colorante de achiote (Bixa orellana) se ha utili-
zado desde hace décadas en México y en la mayo-
ria de paises de Sur América donde se encuentra
distribuida esta especie, teniendo aplicabilidad
en el area textil, étnico-cultural, farmacéutico,
tatuajes, barniz, nutricidn, industria de lacteos
y saborizante para alimentos (Marzal, Romero
y Sanchez, 2002; Gomez-Ortiz et al., 2010; Rive-
ra-Madrid, Aguilar-Espinosa, Cardenas-Conejo
y Garza-Caligaris, 2016). Su color amarillo-rojo,
se compone principalmente de orellina (amari-
llo), norbixina y bixina (naranja-rojo) (Pineda,
Calderdn y Saldarriaga, 2003). Al igual que la ali-
zarina en estado natural, la bixina del achiote es
sensible a la luz, insoluble en agua y se degrada
ligeramente a altas temperaturas (> 57 °C) (Pi-
neda et al., 2003; Gomez-Ortiz et al., 2010). Para
ambos colorantes, se emplean técnicas de extrac-
cién muy similares siendo el KOH el solvente por
excelencia y el H,SO, el agente precipitante y aci-
dificante (Pineda et al., 2003).

El uso de la metodologia de la doble tincion
con azul de alcian y rojo de alizarina se ha imple-
mentado cominmente en estudios de desarrollo
esquelético de peces marinos y dulce-acuicolas,
entre otros vertebrados (Springer y David, 2000;
Cortés-Delgado, Pérez-Torres, y Hoyos, 2009; Ta-
mayo, Sudrez, Cano, y Brayian, 2012). Actualmen-
te, esta técnica es utilizada en estudios dseos para
sistematica, anatomia y biologia del desarrollo, y

se ha empleado en acuicultura en la observacion
de anormalidades del tejido esquelético en larvas
de peces (Darias, Lan Chow Wing, Cahu, Zambo-
nino-Infante y Mazurais, 2010; Franz-Odendaal y
Adriaens, 2014; Bohdrquez-Cruz, Argiiello y Silva,
2017).

La técnica de diafanizacién presenta grandes
ventajas, principalmente para bidlogos, sistemati-
cos y taxénomos, en la caracterizacion de especies
y diferenciacién de anormalidades dseas (Kihara,
Ogata, Kawano, Kubota y Yamaguchi, 2002; Soliz
y Ponssa, 2016; Vieira et al., 2018). Ademas, permi-
te entender la ontogenia y los cambios que tienen
los elementos 6seos durante el desarrollo de un
espécimen (Vieira et al., 2018). Esta técnica, pro-
puesta por Simons y Van Horn, (1971), Dingerkus
y Uhler (1977) consiste en una serie de procesos
de aclaramiento de la muestra y tincion del tejido
cartilaginoso y dseo.

En algunos pasos del procedimiento de acla-
ramiento es comun recurrir al uso de la tripsina
por su capacidad litica y digestién del musculo
(Dingerkus y Uhler, 1977; Atanasoff, 2017). Sin
embargo, su valor comercial es elevado y requiere
concentraciones altas para llevar a cabo este pro-
ceso (Hernandez-Gil, Lara-Uc y Reséndiz, 2015).
Como alternativa, se utiliza papaina , acetona
0 KOH para el proceso de digestion del musculo
en medianos y grandes vertebrados (Chappard,
Alexandre, Palled y Georges, 1985; Coronado,
2014; Herndndez-Gil et al., 2015).

Los reactivos de mayor valor comercial en la
técnica de diafanizacidn son la tripsina y el co-
lorante rojo de alizarina. Por tanto, la técnica de
diafanizacion tradicional es muy costosa (Coro-
nado, 2014; Atanasoff, 2017) y posiblemente re-
duzca el nimero de investigaciones en el drea de
sistemadtica animal u osteologia, pues en estos ca-
sos se demanda mayor gasto de reactivos. Debido
a lo anterior, se han presentado modificaciones en
la técnica de diafanizacién en cuanto a los tiem-
pos (Potthoft, 1984), concentraciones (Coronado,
2014), reactivos y empleo de los colorantes azul de
alcian y rojo de alizarina, segun el tipo y tamafio
de la muestra (McLeod, 1980; Cortés-Delgado et
al., 2009; Coronado, 2014 ). Ademads, otros autores
han logrado sustituir el rojo de alizarina y azul de
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alcian por rojo de carmin y azul de anilina obte-
niendo resultados satisfactorios (Rodriguez y Al-
garilla, 2012; Torres y Ramos, 2016). Por todo lo
anterior, el objetivo de este estudio fue comparar
y analizar las estructuras 6seas de peces juveniles
(Piaractus brachypomus Cuvier, 1818 - como espe-
cie modelo) tefiidas con colorante de B. orellana y
rojo de alizarina.

Materiales y métodos

1. Obtencion del colorante

El colorante de achiote (B. orellana) fue extraido
siguiendo la técnica de Pineda et al. (2003) de la
siguiente manera: se utilizaron 67 g de semilla de
achiote provenientes de cépsulas secas, las cuales
fueron pesadas por medio de una balanza anali-
tica (Ohaus Ep214). Posteriormente se agregaron
200 ml de KOH 2 % como solvente en relacion 1: 3
(peso de la semilla: volumen de KOH 2 %) dejando
actuar por 18 horas y extrayendo la solucién en un
vaso precipitado. Se agregd nuevamente, mitad del
volumen inicial de KOH 2 % a las semillas y se agi-
t6 a 140 rpm utilizando una plancha agitadora (Ika
C-mag hs7) por 45 minutos. Finalmente se mezcla-
ron las dos soluciones. Seguidamente se adicioné
a la mezcla H,SO, 10 % hasta observar una capa
grumosa, la cual se filtré por gravedad hasta obte-
ner una masa de colorante humeda. El residuo se
llevo a un horno (Fiicsa) a temperatura de 50 °C
por 24 horas. Por ultimo, se triturd la pasta para la
produccién del colorante en polvo, conservandose
en un frasco ambar a temperatura ambiente.

2. Material bioldgico

Se utilizaron setenta peces juveniles de cachama
blanca (Piaractus brachypomus) de un mismo des-
ove y pareja reproductora en condiciones de cauti-
verio presentando una longitud total (LT) de 2 + 0,4
cm. Los peces se sacrificaron de conformidad con
las normas y procedimientos para el uso de ani-
males de laboratorio, descritas por el Committee
on Care and Use of Laboratory Animal Resources
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- National Research Council, usa (1996). Previa-
mente al sacrificio, los animales fueron sedados
utilizando 2 Fenoxi-etanol a concentracion final
de 500 mg/L. Finalmente, los peces fueron fijados
en formol 10 %, manteniéndolos a temperatura
promedio de 23 + 0,5 °C por cinco dias. Las es-
tructuras evaluadas para ambos colorantes fueron:
craneo, mandibula inferior y superior, costillas,
opérculo, columna vertebral, aletas anal, caudal,
dorsal, pélvica y pectoral.

3. Preparacion de los ejemplares

Antes de realizar la técnica de diafanizacion, todos
los peces fueron eviscerados y lavados con abun-
dante agua.

4. Técnica de diafanizaciéon

Para el procedimiento de aclarado y tincion dsea,
se utilizo la metodologia propuesta por Potthoff
(1984), Springer y David (2000) y Coronado (2014)
con modificaciones en la concentracién y exposi-
cion de los reactivos, siguiendo las sugerencias de
dichos autores para aplicar la técnica de diafaniza-
cioén segun el tamafo y tipo de muestra. Los trata-
mientos se realizaron en paralelo implementando
la misma técnica de diafanizacion como se presen-
ta a continuacion:

4.1. Aclarado y tincion dsea

4.1.1. Blanqueamiento: se adicionaron 149 ml
de KOH 5 % + 1 ml de H,0, 30 % a un recipien-
te plastico con tapa antifluido, dejando actuar
la mezcla con la muestra por tres dias.

4.1.2. Lavado: se realizaron tres lavados con
agua, cada una de tres minutos.

4.1.3. Tinci6n 6sea: se emplearon 40 ml de KOH
2 % + 0,5 g de colorante dejando actuar en la
muestra por dos dias.

4.1.4. Decoloracién y neutralizacién: se empled
una solucién saturada de borato de sodio de-
jando sumergidas las muestras por un dia.
4.1.5. Conservacion: las muestras se con-
servaron en glicerina 87 % y KOH 1 % (10:1
respectivamente).

m Y. Moreno Guerra m T. Mira Lépez m J. Rodriguez Pulido m V. Medina Robles
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5. Analisis de imagenes

En el analisis subjetivo, se eligieron variables ca-
racteristicas anatémicas susceptibles de ser ana-
lizadas, observadas y controladas, como el color,
diafanizacion del tejido y visualizaciéon 6sea. Por
otro lado, para el analisis objetivo de la técnica de
diafanizacién en ambos tratamientos, se evalud
la transparencia de cada ejemplar (llamado mas
adelante como “intensidad de luz emergente - 1e”
y la Densidad integral (pi). Para esto, se tuvo en
cuenta la metodologia propuesta por Devaux, Sorel
y Kerdiles (1993) y Russ y Neal (2015) para la toma
y analisis de imagenes mediante Image-J (acceso
libre en https://imagej.nih.gov/ij/).

Las imdagenes se tomaron con ayuda de una
caja para fotografia con luminosidad blanca (12v)
constante y una cimara Lumix de 16 megapixeles
configurada a una sola apertura de luz y con las
mismas condiciones de programacion estandar
(zoom 1 x, exposicion y auto bracket neutro). Final-
mente, cada una de las imagenes digitales fueron
convertidas a escala de grises de 8 bits (presentan-
do un rango de 0 a 255 pixeles) para medir la 1e en
nivel de pixel de cada ejemplar mediante la herra-
mienta Analyze > Analyze particle del programa
anteriormente mencionado.

Dado lo anterior, se relaciona el rango de pixel
como una medida de 1e, en la que 0 corresponde al
color negro y 255 al blanco. Es decir, si la intensi-
dad de luz emergente es nula o igual al incidente
(1i), existe 0 0 100 % de transmision de luz respecti-
vamente, cuantificindose en el programa Image-J
en 0y 255 pixeles correspondientemente.

Por otro lado, para medir la pi de cada estruc-
tura Osea por tratamiento, se utiliz6 la herramienta
Analyze < measure < Integrated density del progra-
ma Image-] anteriormente mencionado. La pi hace
referencia a la cantidad de particulas y suma total de
la intensidad (en unidades de pixel) de estas, presen-
tes para cada una de las estructuras 6seas. Por tanto,
se entiende que, a mayor nimero de pixeles, mayor
es la densidad integral del colorante.

Los valores obtenidos del programa Image-]J
para cada disefio experimental, fueron compilados
en formato .txt y analizados estadisticamente en R
(software libre en https://www.rstudio.com/).

6. Diseno estadistico

6.1. Comparacion subjetiva y andlisis
estadistico del 1e.

Para cada tratamiento se utilizaron 35 peces toma-
dos al azar (luego de haber sido fijados en formol)
con rojo de alizarina y colorante de achiote, y fue-
ron expuestos a una misma técnica de aclarado.
Durante la etapa de tincidén 6sea se emple6 0,5 g
de colorante para cada tratamiento. Se identifica-
ron cada una de las estructuras tefiidas con rojo de
alizarina (colorante patron) en los peces juveniles
y se compararon con los ejemplares teilidos con
colorante de achiote. Posteriormente, se realizé un
analisis del 1e con el software Image-J por ejemplar
diafanizado para cada tratamiento. Mediante la
plataforma estadistica R (software libre en https://
www.rstudio.com/), se ejecuté una T-student (1c
= 95 %) de muestras independientes para probar
diferencias entre medias del 1e de los tratamientos.

6.2. Andlisis de densidad integral (Di).

Por motivos técnicos del programa Image-J para
procesar todas las estructuras tefiidas por imagen,
se tomaron aleatoriamente trece ejemplares diafa-
nizados de cada tratamiento y ocho estructuras se-
leccionadas al azar (cabeza, boca, aleta anal, aleta
dorsal, aleta caudal, costillas, columna vertebral y
opérculo). Se analizé mediante el software image-]
la i de cada una de las estructuras dseas previa-
mente seleccionadas.

Mediante la plataforma estadistica R (software
libre en https://www.rstudio.com/), se ejecutd una
T-student (1c = 95 %) de muestras independientes
para cada una de las estructuras, para probar dife-
rencias entre medias de la i de los tratamientos.

Resultados y discusion

No se observaron diferencias en transparencia y
afinidad de los colorantes a estructuras dseas. Las
estructuras teflidas con rojo de alizarina (trata-
miento patrén) fueron las mismas que las del tra-
tamiento con colorante de achiote (Bixa orellana)
(ver Figura 1).
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Por otro lado, el 1e en las muestras diafaniza-
das no fue estadisticamente significativo entre los
colorantes (T student, P > 0,05= 0,10), presentan-
do una media y desviacion estandar () del rojo de
alizarina y colorante de achiote de 170,03 + 15,3 y
175,91 £ 13,68 pixeles, respectivamente (ver Figura
2). Asimismo, el analisis comparativo de la pi de
cada colorante en las 8 estructuras dseas previa-
mente seleccionadas no present6 diferencias sig-
nificativas (p > 0,05), a excepcién de la columna
vertebral y aleta dorsal (p < 0,05) (ver Tabla 1).

Evidentemente, para la técnica de coloracion
6sea, la calidad del colorante de achiote no presen-
t6 diferencias con la coloracion tradicional del rojo
de alizarina. Ademads, con respecto a los costos del
colorante, producir 25 g de polvo de achiote, estos
oscilan entre los 15.000 y 20.000 cop (aproxima-
damente 5 a 7 usp). Por el contrario, de acuerdo
con el laboratorio Merck en 2019, (Merck, 2019)
25 g de rojo de alizarina fluctian por encima de
395.000 cop (132 usp). Lo cual indica que el uso de
colorante de achiote en la técnica de diafanizacién
minimiza los costos presupuestales para la realiza-
cion de estudios osteoldgicos.

Sin embargo, es necesario resaltar que el colo-
rante rojo de alizarina es mucho mas intenso que
el del achiote, posiblemente porque la alizarina co-
mercial es un producto liofilizado o sintético, ha-
ciéndolo mucho mds concentrado. No obstante, no
se observaron diferencias significativas de pi entre
tratamientos para cada una de las estructuras, a
excepcion de la columna vertebral y aleta dorsal.
Sin embargo, se ha demostrado que, sin impor-
tar la intensidad del colorante, el achiote presenta
buena resolucion para la evaluacion de caracteres
morfologicos dseos.

Como se mencioné al principio, el colorante
de achiote tiene actualmente diversas aplicaciones
en la industria de alimentos, especialmente en la
tincién de quesos (fabrica cheddar) obteniéndose
coloraciéon naranja-rojo. Por lo anterior, nosotros
suponemos que la bixina presenta interaccion con
fuentes de calcio presentando el color caracteris-
tico naranja-rojo. Sin embargo, no podemos des-
cartar posibles interacciones de la bixina con otros
compuestos quimicos como también lo es el rojo
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de alizarina, presentando interaccion con sales de
Cay fuentes de Al Sr, Ba, Sn, Zn, Cu, Mg, Fe, etc.
(Holde, Susan, Meloan y Mary, 1969).

Por otro lado, este estudio consistio en com-
parar y analizar ambos colorantes en la técnica de
diafanizacion usando ejemplares de P. brachypo-
mus en cautiverio destinados a la produccién car-
nica y venta comercial.

Los resultados de este estudio pueden promo-
ver nuevas investigaciones en acuicultura para la
evaluacidn y andlisis de malformacion dsea pre-
sentes en larvas de peces (lordosis y escoliosis,
generalmente); ademas, las dietas suministradas
a individuos reproductores en cautiverio pueden
influenciar en la calidad de gametos y por ende
en los procesos de desarrollo embrionario - larval
y juvenil (Cahu, Zambonino y Takeuchi, 2003;
Bohorquez-Cruz et al., 2017; Labbé, Robles y He-
rraez, 2017; Kriton et al., 2018). También, es claro
que los cambios ambientales y comportamiento
alimenticio influyen sobre la expresion genética
y fenotipica de los individuos (Adams, Woltering
y Alexander, 2003; Amaral et al., 2014), siendo
considerada la epigenética un campo de estudio
muy importante en peces para evaluar y demos-
trar dichos efectos sobre la metilacion del ADN y
expresion génica (Labbé et al., 2017; Anastasiadi,
2018). Por tanto, las técnicas que involucran el
uso de datos morfoldgicos de los individuos no
son ampliamente usadas debido a la plasticidad
fenotipica, lo cual hace que los caracteres evalua-
dos no siempre puedan ser generalizados (Gra-
cian-Negrete, Gonzalez-Acosta, Gonzalez-Isais,
Ortiz-Galindo y Del Moral-Flores,2012; Manti-
nian, 2011).

Técnicamente, se sugiere el uso de tripsina o al-
guna otra enzima digestiva en lugar del KOH para
el proceso de aclarado en especimenes muy peque-
fios (< 1 cm de longitud); debido a la propiedad co-
rrosiva del KOH, estos son degradados.

Finalmente, se recomienda no reutilizar las so-
luciones de KOH y H,0,, utilizados en ejemplares
medianos y grandes, debido a que, en cada proceso
de blanqueamiento y coloracion, los reactivos pue-
den reducir la concentracion o actividad quimica,
prolongando el tiempo de cada fase.
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Figura 1. Coloracién dsea en peces juveniles de Piaractus brachypomus, empleando rojo de alizarina (a-c) y coloran-
te de achiote (d-f). Las estructuras tefiidas por rojo de alizarina fueron similares a las del colorante de Bixa orellana,
a saber: mandibula inferior y superior (1y 2), craneo (3), costillas (4), opérculo (5), columna vertebral (6), aleta anal
(7), aleta caudal (8), dorsal (9), aleta pectoral (10) y aleta pélvica (11).

Fuente: elaboracién propia.

200 ¥ - Figura 2. Intensidad de luz emergente (1e) analizada en
pixeles para muestras de peces juveniles de P. brachypo-

X mus tefiidas con colorante de achiote y rojo de alizarina.
— 180 %% el . . .
= PR s Punto rojo indica la media de la muestra y puntos grises
g s nolB
2 e L m el valor de 1e de cada espécimen. Valor numérico entre
= ° .
= . 1 4 paréntesis es el tamafio de muestra. La Ie para colorante

de alizarinay achiote fue de 170,03+ 15,3y 175,91 + 13,68

@5) . 39) ) . . o
o () pixeles, respectivamente. No hubo diferencias signifi-
10 . cativas entre los tratamientos (P > 0,05=0,10).
Achiote Alizarina
Colorante Fuente: elaboracién propia.

Tabla 1. Densidad integral (pixel) para muestras de peces juveniles de P. brachypomus tefiidas con colorante de
achiote y rojo de alizarina

Estructura Rojo de Alizarina (pixel) Colorante de Achiote (pixel)
Cabeza 1.387,888 + 662,573 980,108 + 532,888 p=0,097
Boca 141,284 £72,671 89,940 £ 71,321 p=0,092

Método alternativo de tincion 6sea en peces juveniles empleando extracto de Bixa orellana
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Aleta anal 1.152,574 + 480,640

Aleta dorsal 1.110,040 + 317,853

Aleta caudal 1.319,869 + 462,838

Costillas 3.999,422 + 1714656
Columna vertebral 369,817 £ 206,733
Opérculo 707,505 + 345,765

Facultad de Ciencias Basicas m Vol. 15(2)

1.147,535 £ 272,806 p=0,97

671,641 £179,292 p<0,002
1.297,047 + 392,548 p=0,893
3.721,607 £ 1003385 p=0,613
136,322 + 84,254 p=0,002
468,878 226,630 p=0,050

Fuente: elaboracién propia.

Nota: se analizaron ocho estructuras éseas a cada individuo (n
reportados corresponden a la media * desviacion estandar (x+s).

Conclusiones

El colorante de B. orellana presenta afinidad en es-
tructuras Oseas de peces juveniles de P. brachypomus,
y puede ser una alternativa en la técnica de diafaniza-
cion y posteriores estudios osteoldgicos a bajo costo.
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