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Caracterizacion electroforética de las proteinas del corion normal
y del corion duro de Salmo salar®

Electrophoretic characterization for both normal and hard chorion proteins
of Salmo salar
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SUMMARY

The chorion is an egg envelope that allows the early development of teleostean fishes. After reaching the alevin stage, hatching enzymes are secreted
in order to digest the chorion and release the alevin. Massive mortality events have occurred in a number of salmon farms as a consequence of hatching
problems, with alevins being unable to degrade the chorion. A previous study on the chorion structure of Salmo salar has shown that protein fibers forming
the inner layer of non-degraded chorion are thicker than those observed in normal chorion, suggesting that polypeptides forming the choriogenin could
exhibit an altered structure. It would be interesting to make a biochemical comparison between polypeptides forming protein fibers of the inner layer
of normal and hard chorion in order to establish differences in the electrophoretic pattern of Salmo salar ova. According to our results, fibers forming
the inner layer of normal chorion are thinner than those building the hard chorion. The electrophoretic pattern for normal chorion is described as four
bands of molecular weight 107 kDa, 92 kDa, 38 kDa, and 31kDa in contrast to the 179 Kda, 157 Kda, 55 Kda and 54 Kda for non-hatched chorion.
Consequently, protein fibers with higher molecular weight turned into thicker fibers with a different three dimensional structure, but also with different
glycosylic radicals compared to normal fibers. These features make the inner layer of hard chorion different to normal chorion since it is very difficult
for the hatching enzyme to dissolve it, leading the alevin to fail in the hatching process.
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INTRODUCCION

Las ovas de peces teledsteos presentan una envoltura
primaria externa denominada envoltura vitelina o corion
(Celius y Walther 1998). Esta envoltura se organiza a partir
de una proteina compleja llamada coriogenina (Darie y
col 2005) que es sintetizada durante la ovogénesis en el
higado de la hembra de peces tele6steos. La coriogenina
estd formada por tres o mas subunidades (ITuchi y col
1991, Celius y Walther 1998), las cuales son sintetizadas
por influencia del 17 B estradiol y transportadas a través
del torrente sanguineo hasta llegar al ovocito en donde se
ensamblan para constituir la cubierta protectora denomi-
nada corion (Sugiyama y col 1999).

Si bien es cierto que el corion es una membrana blanda
mientras se encuentra en el ovario, una vez ocurrida la
ovulacion se inicia un proceso continuo de endurecimiento
que termina poco después de la fecundacién cuando se
produce un aumento en la concentracién de iones Ca”
en la zona periférica del ovocito, con lo cual los granulos
corticales liberan un tipo de polisacarido acido glicosilado
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demasiado grande para atravesar el corion, razén por la
cual permanece confinado entre el corion y la membrana
plasmaética del ovocito contribuyendo a la formacién del
espacio perivitelino (McMillan 2007). El polisacédrido
liberado por los granulos corticales incrementa la os-
molaridad del fluido presente en el espacio perivitelino,
produciéndose una movilizacién de agua y electrolitos
hacia el interior del huevo fecundado incrementando la
presién osmoética del espacio perivitelino. El aumento de la
presién osmética a su vez obliga a que las fibras eldsticas
del corion se expandan y pierdan elasticidad, con lo cual
el corion se endurece (McMillan 2007).

El corion posee una perforacion denominada micré-
pilo que facilita el acceso del espermatozoide hasta el
ovocito para que ocurra la fecundacién. Una vez ocurrida
la fecundacidn, y formado el espacio perivitelino, el en-
durecimiento del corion permite establecer una barrera
protectora del embrién en el medio ambiente. El desa-
rrollo de los embriones de teledsteos ocurre, entonces, al
amparo de la accién protectora del corion; sin embargo,
una vez alcanzado el estado de ova con ojo se inicia la
produccion de la enzima de eclosién, encargada de liberar
el alevin desde su envoltura protectora (Yamagami 1981).
La enzima de eclosién, llamada coriolisina (endoproteasa
proteolitica), inicia el proceso de degradacién de la pared
interna del corion, con lo cual se produce el adelgazamiento
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y debilitamiento progresivo de esta envoltura, facilitando
con ello la ruptura y subsecuente salida de los alevines
con saco desde el interior del corion, fendmeno conocido
como eclosién (Yamagami 1981).

En condiciones normales, el endurecimiento del corion
ocurrido durante la fecundacién permite que el embrion se
desarrolle de manera adecuada y posteriormente que las
enzimas de degradacidn faciliten la eclosion del alevin de
salmon. Sin embargo, en algunas pisciculturas dedicadas a
la produccién de alevines de salménidos se han observado
fracasos reproductivos importantes como resultado de que
un gran porcentaje de ovas con ojo de algunas cohortes no
logran romper el corion (no eclosionan), produciéndose
con ello la muerte del alevin. En el mejor de los casos en
los cuales se ha observado este problema, un porcentaje
menor de alevines logra romper el corion de manera parcial,
por lo que una parte del cuerpo del embrién o parte de su
saco vitelino eclosiona, quedando el resto del embrién o
del saco atrapado al interior de la cavidad coriénica, lo
que conduce a la muerte del alevin.

En estos casos aparentemente el corion se ha transfor-
mado en una barrera dificil de romper o de degradar por
parte de las enzimas de eclosion, refiriéndose cominmente
como condicién de “corion duro”. Se desconoce hasta ahora
la razén por la cual el corion no es digerido o digerido s6lo
de manera parcial por las enzimas de eclosion.

El corion duro ha sido observado principalmente en
ovas de Salmo salar y Oncorhynchus kisutch; sin embargo,
existe informacion de que este fendmeno también ocurre
en otras especies cultivadas en el sur de Chile, tales como
Salmo trutta y Oncorhynchus mykiss.

Una primera aproximacién para entender este fené-
meno son los resultados reportados por Jaramillo y col
2009, quienes realizaron un andlisis comparativo entre la
estructura del corion normal y el corion duro de Salmo
salar, estableciendo que las fibras proteicas que forman
el estrato interno del corion duro son mds gruesas que las
presentes en el corion normal, lo que trae como conse-
cuencia adicional la ausencia de poros en el estrato interno
del corion duro. Estos resultados condujeron a pensar que
una o mds de las subunidades constituyentes de la corio-
genina podrian estar alteradas en su estructura y por lo
tanto formarfan un corion mas grueso y dificil de digerir.

La literatura disponible respecto de la estructura
normal del corion de teledsteos indica que en el caso de
Oncorhynchus mykiss la coriogenina esta constituida por
cuatro subunidades glicoproteicas de 129 KDa, 62 KDa,
54 KDay 47 KDa (Brivio y col 1991). Todas ellas poseen,
entre otras caracteristicas, una sefial peptidica N-terminal y
una region rica en prolina-glutamina, ademds de presentar
un alto grado de similitud de secuencias génicas entre
ellas y también con las proteinas que forman la envoltura
de los huevos de mamiferos (Lyons y col 1993, Murata
y col 1997).

Si bien es cierto que esta informacién describe con
mucha precision las propiedades quimicas de las protei-
nas que forman el corion normal, no es suficiente para
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proponer una explicacién de lo que pueda ocurrir con
dichas propiedades en el caso de presentarse el fendmeno
de corion duro. Una forma de aproximarse a dilucidar el
origen del corion duro es caracterizar el patrén electrofo-
rético de las proteinas que participan en la formacién del
corion alterado de manera de poder compararlas con las
proteinas que forman el corion normal de ovas de Salmo
salar, para luego y a partir de dichos resultados proponer
una respuesta funcional mas que morfolégica acerca de
este problema.

MATERIAL Y METODOS
RECOLECCION DE MUESTRAS

A partir de un pool de ovas fecundadas de Salmo salar
que mostraron desarrollo embrionario, provenientes de
una piscicultura situada en la Region de Los Lagos, se
tomaron muestras del corion de alevines que lograron
eclosionar de manera normal; paralelamente se tomaron
muestras de corion proveniente de alevines que lograron
degradar parcialmente el corion y no lograron eclosionar.
Los trozos de corion asi obtenidos fueron mantenidos en
agua a 4 °C para posteriormente ser trasladados, en una
caja refrigerada, hasta el laboratorio de microscopia del
Instituto de Embriologia de la Universidad Austral de
Chile en Valdivia.

Con la finalidad de establecer con precision el caracter
de desarrollo normal y anormal del corion de las ovas
muestreadas se realizé un andlisis ultraestructural de la
morfologia del corion a la microscopia electrénica de
barrido (MEB).

ANALISIS A LA MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Un total de 45 ovas fue utilizado para el estudio de la
ultraestructura, para lo cual se extrajeron trozos de corion
de 3 mm de espesor mediante el uso de pinzas quirirgicas.
Los fragmentos extraidos fueron inmediatamente fijados
con glutaraldehido al 2,5% en buffer fosfato pH 7,2 para
luego ser almacenados a 4 °C. El segmento de corion
restante fue destinado al andlisis electroforético, para
lo cual se les individualizé mediante un nimero y se les
mantuvo a 4 °C en tubo Eppendorf hasta el momento de
iniciar el andlisis electroforético.

Una vez fijadas, las muestras de corion se lavaron en
buffer fosfato de sodio, pH 7,2-7,4 (0,2 M) y postfijadas
en tetroxido de osmio (O,0,) al 1% en el mismo buffer
durante 2 h a 4 °C. Mas tarde se extrajo el excedente del
fijador mediante lavados con buffer fosfato de sodio, pH
7,2-7,4 (0,2 M). Finalmente se procedi6 a deshidratar las
muestras en concentraciones crecientes de alcohol y ace-
tona, seguido de secado al punto critico del CO, (Hitachi
HCP-2 critical point dryer). Las muestras fueron montadas
en un portaespécimen, recubiertas con una pelicula de oro
de aproximadamente 10 a 15 nm de espesor (Ion coater



IB-2) y observadas en un microscopio electrénico de barrido
LEO-420. De acuerdo a las caracteristicas ultraestructurales
observadas, las muestras de corion fueron clasificadas en
1) normal (ovas eclosionadas) o ii) corion duro (ovas no
eclosionadas) de acuerdo al patrén de distribucion de las
fibras (fibras ordenadas o distribuidas al azar).

ANALISIS DE IMAGENES

Una vez establecida la condicién de corion normal
o corion duro y con la finalidad de validar los criterios
morfolégicos descritos, se procedié a hacer mediciones
del grosor de las fibras que forman el estrato interno del
corion y el nimero de poros por cada 100 um?. Para ello se
procedié a analizar las fotografias de corion, obtenidas a la
MEB, mediante el software Sigmascan-pro5 (SPSS Inc.).

SOLUBILIZACION DEL CORION

Para iniciar el estudio electroforético, se procedid
a reunir en un tubo de Eppendorf el total de muestras
previamente refrigeradas y correspondientes a 30 uni-
dades de corion normal, mientras que en otro tubo se
dispusieron las 15 restantes que presentaron la condicion
de corion duro.

Para iniciar el proceso de extraccion de las proteinas se
procedié a cortar el corion, en trozos de no mas de 5 mm?,
mediante el uso de un bisturi, mas tarde los trozos fueron
macerados en un mortero para finalmente solubilizar las
proteinas en urea 8 M (Sigma Chemical) en tampdn fos-
fato de sodio 0,1 M, pH 6,8 e incubadas durante 15 min a
100 °C. El total de proteinas obtenidas como producto de la
solubilizacién fue tratado con SDS 20%, B-mercaptoetanol
y tampo6n de muestra preparado con glicerol 87%, azul de
bromofenol y buffer Tris-HCL 0,5 M, pH 6,8.

Se confeccioné una curva de calibracion utilizando
como patrén de medida albimina sérica bovina en una
concentracion 2 mg/ml (Sigma Chemical). La determinacién
de la concentracion de las proteinas obtenidas se realizé
mediante la medicién de la absorbancia a una longitud de
onda de 595 nm (Spectronic 21D).

SEPARACION ELECTROFORETICA DE PROTEINAS

La separacién de proteinas se realiz6 en geles de poliacri-
lamida en condiciones denaturantes (SDS-PAGE) de acuerdo
alo descrito por Laemmli (1970), tanto el gel separador y
espaciador fueron preparados a partir de una solucién de
acrilamida-bisacrilamida 29%:1%. La concentracion para
el gel separador fue al 10%, junto con Tris-HCL 1,5 M,
pH 8,8, SDS, persulfato de amonio (BRL Life Technologies)
al 1% y 16 ym N,N,N’N’-tetramethylethylenediamina
(TEMED), mientras que la polimerizacién del gel espa-
ciador se realizé al 4%, conteniendo Tris-HCL 0,5 M,
pH 6,8, SDS, persulfato de amonio al 1% y 5 um de
TEMED (Sigma Chemical).
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Para conocer el peso molecular aparente de las proteinas
del corion se corrié en un carril del gel un marcador de
peso molecular de proteinas, el cual contenia una serie
de proteinas de peso molecular conocido con patrones
de 250, 130, 95, 72, 55, 36 y 28 kDa respectivamente,
mientras que en los carriles restantes se ubicaron mues-
tras de corion normal y corion duro. Para la corrida del
gel, se utilizé un equipo de electroforesis vertical BIO
RAD® (modelo Mini-PROTEAN) y una fuente de poder
BIO RAD® (modelo PowerPac 200). La corrida se desa-
rroll6 a temperatura ambiente durante 90 minutos con un
voltaje de 100V, y usando Tris 0,1 M, glicina 0,768 M y
SDS 0,4% como tampén de corrida.

Terminada la electroforesis, el gel fue sometido a
una solucidn de fijado compuesta de isopropanol + dcido
acético en proporciones de 25%:10%) durante una hora,
tefiido con azul solucién brillante de Coomassie R-250
0,3% y metanol 50% por una hora, para finalizar con la
decoloracién mediante lavados sucesivos en una solucién
de metanol al 25% y 4cido acético al 7% por doce horas.
Todas las incubaciones se realizaron con agitacién y a
temperatura ambiente.

RESULTADOS
ULTRAESTRUCTURA DEL CORION

Los resultados obtenidos a partir de los anélisis de
microscopia electrénica de barrido del corion de ovas
eclosionadas (con desarrollo normal) y con eclosién defec-
tuosa o alterada (corion duro) de Salmo salar, permitieron
confirmar resultados presentados en un trabajo previo
(Jaramillo y col 2009) confirmando que el corion estd
compuesto por tres estratos o capas diferentes: el estrato
interno o capa externa; el estrato medio o esponjoso y el
estrato interno.

La principal diferencia entre un corion normal y un
corion duro estd representada por la estructura del estrato
interno del corion (figuras 1 y 2). En el caso del corion
normal, las fibras se distribuyen de manera ordenada y
equidistante de manera que el estrato toma la apariencia
de una red. En el caso del corion anormal las fibras se
distribuyen al azar, constituyendo un estrato irregular y
totalmente asimétrico.

Todos estos indicadores morfolégicos fueron utili-
zados para clasificar las muestras como corion normal o
corion duro para luego hacer el andlisis electroforético
de cada una.

Puesto que el corion corresponde a una envoltura
primaria formada por una compleja red de fibras pro-
teicas muy entrelazadas, la solubilidad de la estructura
es muy baja y las proteinas dificiles de disociar. El tra-
tamiento de trozos de corion con altas concentraciones
de urea (8 M) junto con un breve tratamiento térmico
a 100 °C permitieron obtener un extracto total soluble
de proteinas para el caso de corion normal y anormal,
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los que posteriormente fueron utilizados para el andlisis
electroforético.

ANALISIS DE IMAGENES

Los resultados del andlisis de las fibras que forman
el estrato interno del corion duro o anormal permitieron
establecer que éstas midieron en promedio 0,27 um de
ancho (+ 0,102 STD), mientras que las fibras que forman
el mismo estrato en el caso de corion con desarrollo normal
alcanzaron en promedio los 0,23 um = 0,087 STD (cuadro 1).

Otro aspecto importante de la ultraestructura es que la
distribucidn de las fibras en el estrato interno del corion con
desarrollo normal tiene una formacién regular que permite
la formacién de poros (figura 1). El nimero promedio de
poros para el corion con desarrollo normal fue de 69 por
unidad de superficie (equivalentes 100 um?). En el caso
de las ovas con desarrollo anormal la distribucién de las
fibras es al azar (figura 2), por lo cual no hay tendencia a
la formacién de poros y consecuente con ello ocurre una
disminucién en su nimero. En este caso el promedio de
poros por unidad de superficie fue de 42 (cuadro 1).

ANALISIS ELECTROFORETICO DE FIBRAS DEL CORION

Los resultados obtenidos a partir de tres corridas elec-
troforéticas, SDS-PAGE, de un extracto total de proteinas
de corion normal, mostraron la existencia de un patrén
comun de migracion, el cual correspondi6 a cuatro bandas
claramente tefiidas con Azul de Coomasie correspondientes
a polipéptidos de naturaleza glicoproteina de peso mole-
cular 107 kDa, 92 kDa, 38 kDa y 31 kDa respectivamente
(figura 3 carriles A y B).

En lo que respecta al corion de ovas anormales, el
nimero de bandas presentes en los carriles C y D (figura 3)
son similares al nimero de bandas registradas en el patrén
electroforético de corion normal; sin embargo, se observan
diferencias con respecto al tamafio de los polipéptidos, ya
que en este caso (ovas anormales) las bandas se ubicaron
en los valores de 179 kDa, 157 kDa, 64 kDa y 55 kDa.

Las bandas observadas para el caso de ovas anormales
se situaron en valores de peso molecular superiores a los
registrados para el corion de ovas normales (figura 3).
Estos valores son significativamente diferentes (cuadro 2)
puesto que los pesos de las bandas del corion anormal (179
Kda, 157 Kda, 55 Kda y 54 Kda) tienen una equivalencia
de entre 1,4 y 1,7 veces el peso de las respectivas bandas
provenientes del corion de ovas con desarrollo normal
(107 Kda, 62 Kda, 38 Kda y 31 Kda).

DISCUSION
Los resultados del andlisis electroforético para ovas con
desarrollo normal de Salmo salar difieren en el nimero

de bandas y también en peso molecular con respecto a
resultados descritos para la misma especie por Celius y
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Figura 1. MEB del estrato interno de ova normal de Salmo
salar. (F = fibras; Pi = poro interno proteicas).

SEM view of chorion’s inner stratum for a hatched ova of
Salmo salar (F = protein fibers; Pi = inner pore).

Figura 2. MEB del estrato interno de ova anormal de Salmo
salar. (F= fibras proteicas; Pi= poro interno).

SEM view of chorion’s inner stratum for a not-hatched ova
of Salmo salar (F = protein fibers; Pi = inner pore).

Cuadro 1. Anadlisis comparativo del grosor de fibras proteicas y
nimero de poros presentes en el corion normal y el corion duro.

Comparative analysis between normal and hard chorion
for protein fibers thickness and pore number.

Salmo salar
) . Corion Corion
Parametros estimados
normal anormal
Grosor promedio de fibras (um) 0,23 0,27
Desviacién estandar () 0,087 0,102
N° de poros 69 42

Walther (1998). Dichos autores indican que son sélo tres
las bandas observadas y cuyos pesos moleculares corres-
ponderian a: 66 Kda, 61 Kda y 55 Kda respectivamente.
Esta diferencia en el nimero de bandas puede ser explicada
debido a que el corion estudiado por Celius y Walther
(1998) corresponde al de ovas no activadas (ni fecundadas)
y que no han completado el proceso de endurecimiento
normal del corion.

Durante el endurecimiento normal del corion se pro-
duce la polimerizacién de las subunidades proteicas de
la coriogenina por accién de la transglutaminasa (Iuchi y
col 1991). Estudios realizados en Oncorhynchus mykiss
indican que posterior al proceso de activacion de las
ovas, las distintas subunidades de la coriogenina pueden
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Figura 3. Fotografia de un gel SDS-PAGE mostrando la separacién de cuatro bandas producidas
para extractos de proteinas de corion normal (A y B) y de corion anormal (C y D) de Salmo salar. El
carril STD corresponde al estdndar de peso molecular. Las flechas indican la posicién de las bandas
y el peso de cada una de ellas.

SDS-PAGE showing four different proteins being separated from a normal chorion concentrate (lines
A and B) and not-hatched ova concentrate (lines C and D). Lane STD represents molecular weight standards of
known sizes. Arrows showing position and weight for each separate protein.

Cuadro 2. Anilisis comparativo del peso de las subunidades
de la coriogenina normal y de corion duro.

Comparative analysis of molecular weight of coriogenin
sub-units for normal and hard chorion.

Salmo salar
Subunidad Corion Corion relacion
normal anormal anormal/
(Kda) (Kda) normal

1 107 179 1,7
2 92 157 1,7
3 38 55 1,4
4 31 54 1,7

asociarse a diferentes componentes glucosidicos para
formar glicoproteinas distintas, las cuales incluso pueden
ser de mayor peso molecular que el registrado antes de
la activacién del huevo (Iuchi y col 1991); dicho proceso
de polimerizacién podria entonces explicar la aparicion
de bandas adicionales y con caracteristicas estructurales
diferentes a las observadas previo a la activacién y que
podrian corresponder a polipéptidos existentes antes de
la fecundacion.

Estudios preliminares realizados con lectinas (datos
no publicados) nos han permitido establecer que conca-
navalina A (ConA) reacciona uniéndose especificamente
a restos de D-glucosa y D-manosa presentes principal-
mente en el estrato externo e interno del corion normal,
mientras que en el caso del corion anormal la reaccién

ocurre principalmente en el estrato externo. La lectina
LFA (Limax flavus), que reconoce el acido sidlico, produjo
reaccidn en los tres estratos tanto del corion normal como
del anormal. La lectina WGA (Wheat germ agglutinin)
que tiene preferencia por la N acetil D Glucosamina fue
reconocida sélo en el estrato externo del corion normal
mientras que en el corion anormal su deteccidn se reali-
z6 en los tres estratos. Estos resultados sugieren que la
coriogenina de Salmo salar corresponde a una serie de
polipéptidos glicosilados que pueden presentar, entre otros,
radicales glucosa, manosa, acido sidlico y glucosamina
como parte de sus componentes. La reaccion diferencial
de las lectinas ConA y WGA nos sugiere que glucosa,
manosa y glucosamina se asocian de manera diferente
a los polipéptidos que forman la coriogenina, pudiendo
determinar con ello la formacién de polipéptidos de peso
molecular distinto dependiendo del tipo y de la cantidad
de radicales glicosidicos asociados al polipéptido. De
esta manera, polipéptidos de diferente peso molecular se
pueden asociar a la condicidon de normal o anormal del
corion determinando con ello la capacidad de eclosion (o
no eclosion) del alevin.

Nuestros resultados son coincidentes con la descripcion
hecha para la coriogenina de Oncorhynchus mykiss, la
cual estd compuesta de cuatro subunidades de diferente
peso molecular (Tuchi y col 1991); sin embargo, tres de las
subunidades de Salmo salar (107 Kda, 38 Kda 'y 31 Kda)
son mads livianas que sus equivalentes reportadas por Brivio
y col (1991), para O. mykiss (129 Kda, 54 Kda y 47 Kda
respectivamente), s6lo la subunidad de peso 92 Kda de
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S. salar supera a la de 62 Kda de O. mykiss (Brivio y col
1991). Estas diferencias en peso son sélo explicables en
funcién de las diferencias especie especificas, ya que la
coriogenina exhibe una secuencia de aminodcidos muy
similar entre las diferentes especies de teledsteos (Darie
y col 2005).

En general, las subunidades polipeptidicas que forman
parte del corion tienen una secuencia promedio de 260
aminodcidos, ademds de poseer un extremo peptidico
N- terminal y una regién rica en prolina-glutamina; siendo
estas ultimas regiones las que otorgan caracteristicas pro-
pias a cada banda y a su vez hacen las diferencias entre
las bandas; ademds son las responsables de la polimeri-
zacion de la coriogenina en forma de fibras alargadas que
caracteriza al corion de los teledsteos (Iuchi y col 1991).

Jaramillo y col (2009) indican que las fibras que
forman el corion duro son mds gruesas que las fibras del
corion normal, asi como también que las fibras proteicas
del corion duro tienen una disposicion diferente a las
fibras que forman el corion normal. Los resultados aqui
presentados contribuyen a sustentar dichas afirmaciones.
Adicionalmente, en este trabajo se aportan antecedentes
respecto a los pesos moleculares de las fibras y al nimero
de poros presentes en el estrato interno del corion de
Salmo salar. En el caso de las fibras del corion anormal
los pesos fueron de 179 Kda, 157 Kda, 55 Kda y 54 Kda,
mientras que las fibras de corion normal exhibieron pesos
de 107 Kda, 92 Kda, 38 Kda y 31Kda. Estos resultados
muestran que en promedio, el peso de una fibra de corion
anormal corresponde aproximadamente a 1,7 veces el
peso de una fibra de corion normal. De este modo, si
consideramos que la formacion de los poros (tamafio y
numero) es el resultado de la interaccidn entre las fibras
proteicas del corion y las microvellosidades del ovocito
durante las etapas tempranas del desarrollo del huevo, al
momento de producirse la polimerizacién de las fibras
(Papadopoulou y col 1996), podemos sugerir que el au-
mento del grosor de las fibras polimerizadas traerd como
consecuencia natural una reduccién del niimero de poros
y eventualmente también del tamafio de ellos. Los datos
aqui reportados avalan esta idea ya que el nimero de poros
descrito para el estrato interno de ovas con desarrollo
anormal fue considerablemente menor que el nimero de
poros observados en las muestras de corion con desarrollo
normal y que lograron eclosionar.

En consecuencia, la presencia de fibras del corion
mds gruesas en las ovas que presentan desarrollo anor-
mal (corion duro) se podria deber a cambios producidos
en el peso molecular de las subunidades que forman la
coriogenina tal como se ha reportado en este trabajo. La
organizacion de las fibras del corion duro corresponde a
la formacién de polimeros de mayor tamafio con una es-
tructura espacial y caracteristicas quimicas probablemente
diferentes a la normal, caracteristicas estas que hacen
que la pared del corion duro se transforme en un sustrato
mds complejo y dificil de ser digerido por las enzimas de
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eclosion (coriolisinas). De esta manera el corion puede
no ser degradado o, como ocurre en menor proporcion,
ser degradado sélo de manera parcial, produciéndose en
ambos casos la muerte del alevin con ojo.

RESUMEN

El desarrollo temprano de los embriones de teledsteos ocurre al interior
de una cubierta protectora denominada corion, la cual sufre un proceso
de endurecimiento una vez ocurrida la fecundacién. Cuando el embrién
alcanza el estado de ova con ojo se produce la liberacién del alevin por
accion de la enzima de eclosion que degrada la pared del corion. En el
dltimo tiempo han ocurrido fracasos reproductivos importantes debido
a que un gran porcentaje de alevines con saco, de algunas cohortes de
Salmo salar, no logran romper el corion produciéndose con ello la muerte.
En el mejor de los casos, un porcentaje menor de ovas logra romper el
corion de manera parcial, eclosionando s6lo una parte del cuerpo del
embrién desde su saco vitelino, quedando el resto atrapado al interior
del corion y destinado a morir. Estudios relacionados con la estructura
del corion normal y el corion duro de Salmo salar indican que las fibras
proteicas que forman el estrato interno del corion duro son mds gruesas
que las observadas en el corion normal, y por tanto parecen mds dificiles
de degradar. Dichos resultados conducen a pensar que una o mas de las
subunidades constituyentes de la coriogenina podrian estar alteradas
en su estructura y por tanto forman un corion mds grueso y dificil
de digerir. Con el objetivo de corroborar esta afirmacion propusimos
realizar un estudio que permita caracterizar el patrén electroforético de
las subunidades polipeptidicas que forman el corion duro asi como de las
que forman el corion normal. Nuestros resultados indican que las fibras
proteicas del corion normal son més delgadas que las respectivas fibras
observadas en el corion duro; del mismo modo, el patrén electroforético
del corion normal corresponde a cuatro bandas de polipéptidos de peso
molecular 107 kDa, 92 kDa, 38 kDa y 31 kDa respectivamente, mientras
que en el caso del corion duro las bandas electroforéticas migraron a
los 179 Kda, 157 Kda, 55 Kda y 54 Kda. En consecuencia, las fibras
mds gruesas observadas en las ovas con corion duro son el resultado de
cambios producidos en el peso molecular de las subunidades que forman
la coriogenina. Las fibras del corion duro corresponden a la agregacion de
polimeros de mayor tamafio con una estructura espacial y caracteristicas
quimicas diferentes a las fibras que forman el corion normal. Dichas
caracteristicas harfan que la pared del corion duro corresponda a un
sustrato diferente, y en apariencia mas complejo y dificil de ser digerido
por las enzimas de eclosion (coriolisinas). De esta manera el corion no
es degradado o es degradado de manera parcial como ocurre en algunos
casos produciéndose en ambos casos la muerte del alevin con ojo.
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