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RESUMEN

Se realizd un estudio histolégico en las siguientes estructuras del polique-
to pelagico Alciopina parasitica (Claperade & Panceri, 1867): faringe o pro-
boscide, eséfago, intestino anterior, aparato excretor, algunas estructuras
reproductoras, cerebro, cuerda nerviosa y ojo. Se emplearon las siguientes
técnicas de tincion: Hematoxilina-Eosina, Tricrémica de Masson y Técnica
Arg:ntica, en las que se utilizaron tiempos de fijacion y deshidratacion de
24 horas.

El objetivo de este trabajo es contribuir al conocimiento de la histologia en
microscopia 6ptica del poliqueto pelagico Alciopina parasitica realizando
cortes transversales y longitudinales del organismo.

Obteniéndose los siguientes resultados: la faringe o proboscide es un or-
gano muscular. El esofago abarca un segmento del cuerpo y presenta un
epitelio cilindrico simple. Solo se observo el intestino anterior que esta re-
vestido por un epitelio cilindrico simple en el que las celilas que lo confor-
man presentan secreciones. El aparato excretor del macho estd
representado par un protonefridio que se localiza de manera pareada del
segmento décimo al décimocuarto. El protonefridio esta constituido por
solenocitos que presentan en su apice un nucleo redondo.

Con respecto a las estructuras reproductoras, el macho presenta una papi-
la genital del segemento décimo al décimocuarto y esta constituido histo-
légicamente por finos tubos que forman paquetes y espermatozoides. Asi
mismo también se observo una estructura a la que se le [lamé bolsa esper-
matica por presentar espermatozoides en su interior.

En el cerebro se identificaron una corteza formada por neuronas monopo-
lares T, y T,, neuronas bipolares y neruronas gigantes; el centro llamado
neurdpilo esta formado por las fibras y los axones de las neuronas. Asi
mismo también se identificaron los nervios opticos. La cuerda nerviosa se
encuentra en posicién ventral constituida por un ganglio fusionado que
presenta al centro un neuropilo formado de fibras nerviosas y los axones
de las neuronas, en la corteza se observa un estrato de neurocnas monopo-
fares, las que estan rodeadas, por una capa de células de tipo glandular.

Los ojos son de tipo camerulado y estan formados histolégicamnete por
una cdrnea, un cristalino y una retina en forma de copa. Finalmente, es im-
portante mencionar que este es el primer trabajo sobre la especie y que
seria interesante profundizar en el estudio de los diferentes aparatos y sis-
temas para conformar la histologia de esta especie y sus relaciones con
otros organismos.
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INTRODUCCION

Los poliquetos presentan una gran diversidad debido a que han experi-
mentado una extraordinaria radiacion adaptativa; estos organismos son
principalmente marinos, aunque también habitan estuarios y ambientes
dulceacuicolas. Son organismos de vida libre y existen organismos benté-
nicos y pelagicos.

Los poliquetos pelagicos se encuentran formando parte del zooplancton
marino y se distribuyen en todos los océanos. Presentan una serie de
adaptaciones caracteristicas a este habitat como son: la transparencia de
sus cuerpos, la talla pequefia, que los hace poco visibles en el agua para
los organismos depredadores, los apéndices anchos, asi como los cirros y
las sedas alargadas que les ayudan a {a flotaciéon (Fernandez, 1983).

La importancia de este grupo de animales plancténicos radica en que algu-
nas especies pueden ser indicadoras de masas de agua. Como lo refieren
Ramirez, 1977 fide Hernandez, 1987 quien menciona que Tomopteris sep-
tentrionalis, Tomopteris planktonis y Pelagobia longicirrata son indicadores
de las corrientes de agua fria en diferentes sectores de la plataforma conti-
nental del norte de Argentina. Ademas de ser consumidores primarios y
secundarios dentro de la cadena alimenticia (Fernandez, 1983 y Hernan-
dez, 1987).

Los poliquetos pelagicos estan representados por seis familias que inclu-
yen Alciopidae, lospilidae, Lopadorrynchidae, Pontodoridae, Tomopteridae
y Typhloscolecidae. (Dales y Peter, 1972 fide Stanley, 1987).

Dentro de los alcidpidos encontramos a Alciopina parasitica (Claperade &
Panceri 1867) que junto con otras especies de la familia se distinguen por
presentar como adaptaciones a su habitat una proboscide eversible, ojos
grandes y complejos, asi como estructuras reproductoras que les sirven
para almacenar y recibir el esperma (Fernandez ,1983).

La proboscide eversible de los alciopidos puede ser simple o compleja de
acuerdo a los habitos alimenticios de los organismos. Esta es de tamafo
variable, con papiias en la superficie de su pared. La probdscide compleja
presenta dos estructuras cortas en forima de cuerno que se encuentra en la
parte terminal de fa faringe. Estas estructuras estan provistos de glandulas
mucosas, el mucus secretado probablemente lo usan para adherir a su pre-
sa (Dales, 1955).

El intestino es muy simple y consiste en un tubo que sc encuentra a todo
lo largo del cuerpo y que se estrecha en cada septo (Dales, 1955).
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Los ojos presentan lentes que probablemente actian como filtro de juz;
detras de los lentes se encuentra una cornea delgada. El desarrollu excep-
cional de los ojos sugiere que los alciopidos detectan principalmente a su
presa por medio de la vista (Dales, 1955).

Con respecto a las estructuras de excrecion se observa que los nefridios y
estan presentes en todos los segmentos del cuerpo.

En cuanto a las estructuras de reproduccion en algunas hembras de los gé-
neros de Vanadis formosa, Naiades sp., y Torrea sp. presentan receptacu-
los para alojar el esperma (Dales, 1955). En algunos machos de Naiades sp,
Torrea sp y Vanadis sp. y probablemente en Plotohelmis sp. se observa una
vesicula seminal que almacena los espermatozoides (Dales, 1970).

Los machos como Alciopa sp, Plotohelmis sp y Alciopina sp presentan una
serie de papilas genitales en la region ventral de la base en un nimero de-
terminado de parapodos (Fernandez, 1983).

En los siguientes cuadros sinopticos se presenta a manera de antecedentes
la bibliografia consultada.

Bibliografia general consultada de la clase Polichaeta

Autores | Estructuras Interpretacion
Grassé Tegumento |Describe que el tegumento de los poli-
(1949) quetos estd constituido por cuticula,

epidermis, membrana basal, musculatu-
ra longitudinal y circular.

Ap. Digesti-|Reconoce que el aparato digestivo esta

S . .|vo dividido en faringe o probdscide, eséfa-
go, estomago, intestinoy recto.
Faringe Formada por una pared muscular muy

espesa que presenta un epitelio,
Racovitza |Cerebro Formado por una corteza constituida

. por las neuronas, y la region medular
en las que se observan fibras nerviosas
y los axones de las neuronas formando
el neuropilo.

Racovitza |Cerebro Realiza un estudio del cerebro de Euni-
(1896) fide ce, en el que reconoce tres regiones
Grassé que son cerebro anterior, cerebro me-
1949) dio y cerebro posterior.
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"~ [Marsden ’ |Faringe Describe el Aparato Digestivo de Her-
(1962) modice carunculata seialando que la fa-
T ringe es un o6rgano muscular que
presenta hacia la luz un epitelio cibico.
El eséfago es muy corto. El intestino lo
divide en una region anterior y poste-
rior. El intestino presenta un epitelio ci-
lindrico que varia segun la region del
cuerpo.
Gustafson JAp. Digesti-|Hace una descripcion general del apara-
(1930) fidejvo to digestivo de la familia Amphinomi-
Marsden dae y Euphrosynidae.
(1962)
Marsden vy|Cerebro Describen el cerebro de Euritoe compla-
Galloway nata en el que observan tres tipos de
(1968) neuronas monopolares basandose en la
posicion del nucleo.
Dales Cordon Sefiala que el corddn nervioso en poli-
(1970} nervioso quetos se localiza en posicion ventral. Y
esta constituido por un ganglio fusiona-
do .
Bullock Cordon Menciona que el corddn nervioso esta
(1975) nervioso {constituido por un neurdpilo que gene-
ralmente ocupa gran parte dei ganglio.

Cuadro sindptico de la bibliografia consultada de la familia alciopidae.

AUTORES ESTRUCTU- | INTERPRETACION
RA
Dales (1955)|Proboscis o(Presenta forma de campana. Con papi-
Faringe las en la superficie de la pared.
intestino Sefala que el intestino de los alciopi-
dos es muy sencillo, el cual se angosta
en cada septo. Y se presenta a todo lo
o {largodeicuerpo
Nefridio Describe el nefridio de los alciopidos
come un conducto celémico que pre-
senta solenocitos. El conducto celémico
s se abre a un conducto nefridial.
Goodrich Nefridio Fue el primero en realizar estudios his-
(1900)  fide tolégicos sobre los nefridios de los al-
Dales (1955) ciopidos.
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Senala que el intestino de los alciopi-
dos es muy sencillo, el cual se angostal|’
en cada septo. Y se presenta a todo {o
{argo del cuerpo

Aparato- Re-
productor

Menciona que en algunos de estos or-
ganismos se presenta una vesicula se-
minal

Dales (1970)|Nefridio

Clasifica al nefridio de los alciopidos
como un protonefromixio en el que el
conducto celémico presenta un embu-
do ciliado que se conecta al canal nefri-
dial que es cerrado y porta un manojo
de solenocitos.

Menciona que en algunos machos de
los alciopidos los conductos celémicos
llevan el esperma producido en el seg-
mento y forman una vesicula seminal
donde permanece el esperma hasta su
salida.

Menciona que en eunicidos, filodécidos
y alciopidos se encuentra el primer
ganglio optico.

Clasifica a los ojos de tipo camerulado
y hace notar que ia forma de la retina
es recta.

Ha contribuido con algunos estudios
morfologicos en eunicidos, filodacidos
y alciopidos.

is|Estructuras
*. |reproducto-
s |ras
w-{Bullock Cerebro
- J1975).;
Ojos
‘[Hanstrom  |Sistema ner-
(1929) - - fidelvioso
*|Bullock
{(1975)
Hess (1918),0jos
fide . Bullock;. .
(1975)

Clark (1970)|Cuerda ner-
. viosa

i
i
Il

Describe fibras musculares en las re-
giones laterales del ojo. Y sefala que
ayudan al acomodo del ojo.

Efectia estudios sobre las glandulas
mucosas presentes en {a cuerda nervio-
sa del aiciopido.Rhynconerella angelini.
Asimismo sefala que la funcidn de es-
tas glandulas no se conoce pero sugie-
re que secretan el mucus luminiscente.

Grassé

.{0jos
(1949)

Sefala que {os ojos de los alcidpidos
|son de tipo camerulado formados por
iuna cornea, cristalino y retina.
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Intestino

Sefiala que el intestino de los alci6pi-
dos es muy sencillo, el cual se angosta
en cada septo. Y se presenta a todo lo
largo del cuerpo

Demoll QOjos
(1909) fide
Grassé
(1949)

Observa el pigmento periférico de la re-
tina y sugiere que tiene el papel de iris.
Ademas menciona que la cornea pre-
senta musculos que van a permitir un
mejor acomodo del ojo.

Hesse QOjos
(1899) fide
Grassé
(1949)
Wald y Ray-|Ojos
port (1977)

Describe que en la especie Alciopina
cantrnii el nervio dptico esta formado
por fibras nerviosas que provienen del
cerebro medio.

Realizan un estudio electrofisiologico

en Vanadis aff. crystallina y Torrea
candida.

Fernandez [Papila geni-

Senala que los machos de los géneros
Alciopa, Plotohelmisy Alciopina presen-
tan una serie de papilas genitales en la
region ventral de un namero determi-
nado de parapodos.

Menciona que la proboscis de los alcio-
pidos muestran estructuras morfolégi-
cas distintivas como papilas en la
superficie de la pared y una estructura
en forma de cuerno presente en la par-
te distal de la proboscis.

(1983) tal

Stanley Proboscis o

(1987) faringe
Espermato-
zoide

Sefala que la forma de los espermato-
zoides en alcidpidos son cortas, ovales,
largas o punteadas.

Morfologi Exten_m (tomada de Meglitsh, 1978 y Barnes, 1977).

Para una mejor ubicacion de las estructuras morfoldgicas externas, se
menciona como se presentan en los poliquetos, los cuales se caracterizan
por tener un cuerpo segmentado, como se aprecia en la Fig. (1), que se di-

vide en:

- Prostomio {segmento preoral), donde se localizan los ojos, un par de pal-

pos ventrales y uno o varios pares de tentaculos.

+ Peristomio (segmento oral), en el que se encuentra boca y cirros peristo-

miales.
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- Metasoma, esta constituido por los segmentos intermedios que
constituyen el cuerpo (los que son semejantes entre si). Ademas cada
segmento porta un par de parapodos los cuales estan compuestos de
una parte basal, una dorsal llamada notépodo y una parte ventral llama-
da neurdpodo. Cada parapodo esta provisto de un elemento esquelético
lamado acicula.

- Pigidio, constituido por un segmento terminal en el que se abre el ano.

Figura 1. Vista dorsal de Nereis sp. (Modificado de Barnes, 1977)
MORFOLOGIA INTERNA

Basada en Grassé (1949) para los poliquetos en general.

La pared del cuerpo esta constituida por: cuticula que en especies de pe- -
quefia talla es muy delgada y transparente .

La epidermis presenta un epitelio simple formado por células cibicas o
prismaticas las cuales estan dispuestas en un solo estrato. Entre las células
del epitelio se pueden observar células de tipo glandular mucosas y algu-
nas células nerviosas sensitivas.

La dermis se distingue como una membrana basal, la que en especies de
pequena talla es muy delgada.

La musculatura circutar forma una capa mas o menos continua alrededor
del cuerpo. Esta situada inmediatamente debajo de la epidermis. General-
mente esta musculatura es mas delgada y menos desarrollada.
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La musculatura longitudinal se localiza después de la musculatura circular.
Esta dispuesta en cuatro fuertes bandas musculares; dos dorsolaterales y
dos ventrolaterales, las cuales se extienden a todo lo largo del cuerpo.

Aparato digestivo

Se localiza en medio de la cavidad del cuerpo; en el se pueden distinguir
las siguientes regiones: probdscide o faringe, eséfago y el intestino que se
divide en anterior y posterior.

La proboscide o faringe es un 6rgano muscuioso y presenta papilas en su
pared o en la parte distal.

El esdfago se comunica con la faringe por medio de un estrechamiento, es-
te presenta un epitelio cilindrico con secrecion abundante. Cuando el orga-
nismo es pequeno sdlo abarca un segmento.

El intestino anterior, se encuentra a continuacion del esofago, presenta un
epitelio cilindrico con células que tienen una funcién glandular, las cuales
presentan un ndcleo con granulos de secrecion.

La pared del tubo digestivo esta constituida generalmente por cuatro es-
tratos celulares que son la esplacnopleura, una capa de fibras musculares
circulares y longitudinales y un epitelio interno que varia segin la regién a
considerar.

Sistema Excretor

El sistema excretor esta representado por nefridios de los cuales se en-
cuentra un par en cada segmento del cuerpo.

Los nefridios estan compuestos de un tubo estrecho que se abre en la ba-
se del parapodo. La extremidad interna del tubo es cerrada y puede ser
simple o ramificada.

Cada una de las ramificaciones tiene un abanico de finos tubos rigidos y
transparentes que soportan una masa compacta de solenocitos. En el mo-
mento de la reproduccién se forma un pabellon ciliado en forma de embu-
do que servira para la expulsion de los gametos.

Los solenocitos son células con citoplasma finamente granulado y vacuola-
do, con un gran nucleo y caracterizado por la presencia de un tubo cilindri-
co hialino, que desemboca en el canal del nefridio. En el interior del tubo
se bate un largo flagelo insertado cerca del nacleo. Dependiendo de las es-
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pecies los solenocitos tienen forma variada. Generalmente |as células solo
se distinguen por el niicleo y el tubo flagelar. '

Sistema Nervioso

Esta representado por el cerebro y el cordén nervioso.

El cerebro ubicado en el prostomio se divide en cerebro anterior, medio y
posterior. Cada una de estas regiones se conecta por medio de nervios a
los palpos (cerebro anterior), a los ojos y antenas (cerebro medio) y a los
drganos nucales (cerebro posterior).

El cerebro esta formado por una corteza que presenta el cuerpo de las neu-
ronas, la region central esta ocupada por fibras (dendritas y axones); todo
esto constituye el neuropilo.

Las neuronas en su mayoria son monopolares pero se han encontrado neu-
ronas bipolares y neuronas gigantes en alguna parte del cerebro.

El cordon nervioso se encuentra en posicidon ventral embebido en la epider-
mis o en la cavidad celémica. Esta constituido por dos ganglios que pue-
den estar unidos o no, que se localizan en cada segmento del cuerpo.

Los ganglios del cordon nervioso presentan una corteza donde se obser-
van neuronas de tipo monopolar, el centro esta compuesto por los axones
y las fibra que forman ef neurépilo.

Células Reproductoras

Los gametos se desarrollan a partir del celoma. Y se desprenden precoz-
mente para caer en la linfa perivisceral. Como resultado de este desprendi-
miento, la cavidad celomica se llena de ovulos o espermatozoides que
contintan su desarrollo hasta llegar a la madurez,

Los évulos son generalmente esféricos, ovoides o discoides, rodeados de
una membrana gruesa.

Los espermatozoides tienen formas variables; y corresponden a la forma
primitiva de los invertebrados.

Los organismos de la clase Polichaeta presentan separacion de sexos, aun-
que también hay especies hermafroditas. Fig. (2)
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Musculg Longitudinal

Epidermi
Cirro  Dorsal

Masculo Circutar
'
Acicula

Musculos

“Citto Ventral
Nefridio

Cuerda Nerviosa

" Figura 2. Corte transversal de Nereis sp. (Modificado de Meglitsch, 1978)

La siguiente descripcion de Alciopina parasitica esta tomada de Fernandez
(1983).

Arreglo sistematico de acuerdo a Fauchald (1977) fide Fernandez (1 983) Yy
Hernandez (1987).

Phylum Annelida

Clase Polychaeta

Orden Phyllodocida

Suborden Phyllodociformia

Familia Alciopidae Ehlers, 1864

Género Adciopina Claparéde & Panceri, 1867

Especie Alciopina parasitica Claparéde & Panceri, 1867

Los organismos de esta especie presentan una talla de 1.5 a 10 mm. Su
cuerpo es delgado y de color blanco amarillento o rosado, con algunas par-
tes de la region dorsal ligeramente pigmentadas.

El prostomio es redondo y se proyecta por delante de los ojos, se distin-
guen dos pares de antenas frontales, gruesas y cortas. Las antenas ventra-
les son un poco mas largas que las dorsales. Se localiza una antena media
dorsal que esta reducida a una pequefa estructura redonda, que con fre-
cuencia es imperceptible. Los ojos, ubicados también en el prostomio, son
grandes y se encuentran separados entre si. Se observan cinco pares de ci-
rros tentaculares. €l primer par de cirros es corto y apenas alcanza a llegar
a la region media de los Idbulos oculares. El segundo par corresponde al
segundo segmento y muestra una longitud del doble del primer par de ci-
rros tentaculares. El tercer par, con posicién ventral, presenta la misma
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longitud que el primero. El cuarto par es mas grueso y largo que el segun-
do. El quinto esta constituido por cirros foliaceos pequefios.

El primer par de parapodos no presenta I6bulo setigero ni sedas. Y fos ci-
rros dorsales y ventrales son foliaceos. Los parapodos restantes llevan ci-
rros foliaceos grandes, largos y menos anchos. Los lébulos setigeros son
alargados sin apéndices terminales y con una acicula que sobresale poco
del lobulo. Se observan dos tipos de sedas, las aciculares simples, que pre-
dominan en los parapodos anteriores en nimero de 4 a Sy las sedas capi-
lares simples que predominan a partir del sexto par de parapodos. Los
cirros ventrales son foliaceos y de tamano similar al 16bulo setigero.

En cada segmento se observan protuberancias redondeadas con una re-
gién central mas pigmentada las cuales se {laman glandulas segmentarias,
localizadas desde el primer par de pardpodos colocadas dorsaimente, de-
tras de la base de los parapodos. En aigunas de estas glandulas aparecen
proyecciones que se dirigen por una parte, entre ios parapodos hacia la re-
gion ventral del cuerpo y otras, hacia la region dorsal y media de cada seg-
mento; especialmente en la zona comprendida entre el sexto y décimo
tercero o décimo cuarto par de parapodos, donde forman una region mas
obscura que el resto del cuerpo.

En los machos se presentan cinco pares de papilas genitales, localizadas
en la regidn ventral del cuerpo, en la base de los parapodos de los pares
décimo al décimo cuarto. Estas papilas tienen una forma alargada y gene-
ralmente se encuentran dirigidas hacia atras. £l desarrollo de estas estruc-
turas es variable, desde pequefas protuberancias apenas visibles, y
existen organismos donde alcanzan a ser igual o mayores que el iébulo se-
tigero. En las hembras no se presentan modificaciones de ningin tipo y so-
lo se distinguen de los machos por la ausencia de las papilas genitales Fig.
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Figura 3. Vista dorsal de Alciopina parasitica (Tomada de Hernandez, 1987)
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JUSTIFICACION

Los estudios realizados en poliquetos pelagicos se han enfocade principal-
mente a aspectos de su distribucion, abundancia y taxonomia, encontran-
dose pocas referencias sobre estudios de histologia, anatomia vy
reproduccidn. El resuitado es que las investigaciones en estas areas de tra-
bajo con pocas excepciones son especificas y muy esporadicas.

Es importante desarrollar programas de investigacion sobre la histologia
de estos organismos planctonicos para formar un marco histolégico de las
especies de las familias de poliquetos pelagicos con objeto de conocer sus
estructuras, establecer semejanzas y diferencias; asi como la funcién y re-
laciones que pudieran tener.

Como parte inicial de la investigacion, el presente estudio se enfoca al co-
nocimiento de algunas estructuras histologicas de ejemplares de la espe-
cie Alciopina parasitica.

El interés para seleccionarla nace de la inquietud de les estudios realiza-
dos en sistematica, ya que al efectuar estos trabajos, como la senala Fer-
nandez (1983) se encuentran organismos que presentan estructwras de las
cuales se desconoce su composicion celular y funcién.
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OBJETIVO

El proposito de este trabajo consiste en contribuir al conocimiento de la
histologia en microscopia optica de Alciopina parasitica. Fundamentalmen-
te a través de cortes transversates y longitudinales interpretandolos con el
auxilio de la escasa bibliografia especializada, ademas de las comunicacio-
nes personales con las autoridades taxondmicas e histoldgicas asequibles.
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MATERIAL Y METODO
MATERIAL DE ESTUDIO

El material de estudio fue proporcionado por la Dra. Maria Ana Fernandez
Alamo, de la coleccién del Laboratorio de invertebrados de la Facultad de
Ciencias U.N.A.M. El material se encontraba preservado en formol al 10%. El
origen del material es de la colecta realizada por el barco "Antonio Alzate"
del Instituto Nacional de Pesca (i.P.N.), durante el crucero AA7704 efectua-
do del 27 de agosto al 6 de septiembre de 1977 en apoyo al programa de
tnvestigacion de la Sardina y otras especies de importancia comercial. En la
parte central del Golfo de California, entre Isla Tiburéon y boca del sur de la
Bahia de Santa Maria de la Reforma, Sinaloa.

PROCFSO HISTOLOGICO .
Para el procesamiento histolégico se utilizaron dos hembras y un macho;
los cuales una vez extraidos del formol se lavaron con agua corriente a un

flujo lento y constante durante 30 min. con el objeto de eliminar el exceso
del fijador.

DESHIDRATACION

Los organismos se deshidrataron en alcoholes graduales de:

Alcohol Tiempo

50° 24 horas

70° 24 horas

96° 24 horas
{000 24 horas i

i Xilol 24 horas

posteriormente se aclararon en aceite de bergamota durante 24 horas.
INCLUSION L

Se incluyeron en parafina de punto de fusion de 56-58 °C; se realizaron
dos cambios de 24 horas cada uno a temperatura de 58 °C.

Se hicieron cortes seriados de todo el organismo en un micrétomo marca
Leitz modelo 1512 con las siguientes orientaciones:

* 1. Cortes longitudinales de 10 ym
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¢ ;2. Cortes longitudinales ventrales de 10 ym
.+ 3. Cortes longitudinales laterales de 10 ym
© * 4 Cortes transversales de 7 -10 ym.
. TINCION
_La razén por la cual se aplicaron las diversas técnicas histoldgicas es por
que estds son una herramienta basica para la tincion de las estructuras de
los tejildos. Ademas de evidenciar las caracteristicas de cada uno de ellos
por medio del contraste de su coloracion y distintas tonalidades.
Para la tincién de las preparaciones se utilizaron las siguientes técnicas:
1. Hematoxilina- Eosina es una técnica que nos va a dar una clara imagen
de las caracteristicas de los tejidos y érganos, de donde estan situados, de
su forma y de su agrupacion celular.

2. Tricromica de Masson es una técnica un poco mas especifica que nos va
evidenciar estructuras como fibras musculares, colagena y queratina.

3. Técnica Argéntica de Rio-Hortega modificada para cortes en parafina. Es
especifica para observar estructuras del Sistema Nervioso.

La interpretacion de las preparaciones histologicas se efectud utilizando
un microscopio éptico binocular Carl Zeiss.

De los cortes mas representativos se tomaron fotografias con un fotomi-
croscopio 1l de Carl Zeiss.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La descripcion histolégica de Alciopina parasitica se presenta a continua-
¢ion, realizando el analisis de las estructuras de la siguiente manera; pared
del cuerpo, aparato digestivo, aparato excretor, sistema nervioso y orga-
nos receptores. Por Gltimo también se describen algunas estructuras re-
productoras.

PARED DFL CUERPOQ

En un corte transversal se observa que la pared del cuerpo esta constituida
por una cuticula deigada que presenta coligena; debajo de la cuticula se
tocaliza un epitelio cubico simple.

A continuacion se encuentran dos capas musculares una externa de mus-
culos circulares que es delgada y la interna de misculos longitudinales
que esta muy desarrollada donde se observan células que probablemente
sean sensoriales, (Fig. 4).

En el lado ventral del corte transversal se distinguen el cordén nervioso y
haces de la musculatura oblicua, (Fig. 5).

Esta descripcion de la pared del cuerpo concuerda con Grassé (1949) quien
describe una cuticula, un epitelio clibico simple, asi como una capa de
musculos circulares, longitudinales y oblicuos en poliquetos de pequefia
talla.

APARATO DIGESTIVO

Se observaron las siguientes estructuras: faringe o proboscide, esofago e
intestino delgado.

Faringe o proboscide

En un corte transversal la faringe presenta una luz estrellada la que se for-
ma por las entrantes y salientes de su epitelio el cual es de tipo cibico, las
células del epitelio presentan un nucleo central con la cromatina dispersa
regularmente, el citoplasma de esta célula, presenta secreciones orienta-
das hacia la region apical.

Después del epitelio hacia la parte externa se observa una gran banda
muscular constituida por fibras musculares longitudinales y transversales
que se entrecruzan formando una red. Cada fibra muscular presenta un
nlcleo alargado (Fig. 6).

En un corte longitudinal ventral de ia faringe se abserva un epitelio cilin-
drico simple que rodea la capa muscular en la parte externa. Esto es debi-
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do a que el es6fago que es muy corto se coloca hacia los lados al ser
retraida la faringe por el animal. (Fig. 7)

Estos resuitados coinciden con Marsden (1962) quien llama a la faringe
probdscide y menciona que presenta gruesas paredes musculares, consti-
tuidas por fibras musculares longitudinales y fibras musculares transversa-
les fas que forman una red. La misma autora también describe un epitelio
cubico que se observa en la luz de la faringe.

Esofago
En un corte longitudinal se observa que el epitelio y la capa muscular for-
man un pliegue hacia la parte posterior de la faringe, formando un estre-

chamiento que se comunica con el eséfago, el cual ocupa un segmento del
cuerpo.

El es6fago esta revestido por un epitelio cilindrico, en el que las células
epiteliales presentan ntcleos alargados que se localizan basalmente, en su
citoplasma algunas de estas células contienen abundantes secreciones api-
cales que se vierten a la luz del eséfago (Fig. 7).

Estas observaciones corroboran lo que menciona Marsden (1962) quien ha-
ce notar que en las especies de pequenia talla el es6fago no se presentay
cuando se presenta es muy corto. La misma autora indica que el esofago
tiene un epitelio cilindrico.

Grassé {(1949) menciona que el esofago, de poliquetos en general, presen-
ta células secretoras a las que clasifica como células de fermento. Las célu-
las de secrecion observadas en el epitelio de A. parasitica concuerdan con
las descritas por el autor.

Intestino
En un corte longitudinal, el intestino se localiza después del eséfago y es

de forma alargada e irregular, ya que presenta septos a intervalos regula-
res (Fig. 8).

Debido a éstos, probablemente, las células del epitelio cilindrico que revis-
ten al intestino no se observan de una manera uniforme sino que presen-
tan una forma irregular como si parecieran dos tipos de epitelio (Fig. 9).
Las células epiteliales muestran un nicleo ovoide en la parte basal, el cito-
plasma de estas células presentan secreciones apicales que se vierten a la
luz del intestino

Marsden (1962) menciona que en el poliqueto Hermodice carunculata el
epitelio es de tipo cilindrico, con células ciliadas. En A. parasitica sélo se
observd el epitelio cilindrico en el cual las células que lo forman no presen-
tan cilios.
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Con respecto a las células del epitelio que presentan secrecién concuerdan -
con las células de fermento descritas por Grassé (1949) para poliquetos-en-
general. . i :

APARATO EXCRETOR Y CELULAS REPRODUCTORAS.

La descripcion histologica se inicia con el macho, ya que éstos presentan
como caracteristica sobresaliente una estructura llamada papila genital.
Las papilas genitales se encuentran en pares por segmento en la parte
ventral del cuerpo, ubicadas del décimo al decimocuarto segmento.

En un corte transversal se observa que el aparato excretor en Alciopina pa-
rasitica se presenta de manera pareada y s6lo en los segmentos en que
aparecen las papilas genitales. (Fig. 10)

EL aparato excretor esta formado por un protonefridio, constituido por nu-
merosos solenocitos que forman un ramillete o abanico que se extiende
hacia la parte media del celoma. Los solenocitos son celulas alargadas que
en su parte apical presentan un nicleo grande y esférico; el citoplasma de
estas células es granuloso (Fig. 11).

Del lado opuesto al ramiliete de solenocitos se observa parte de la papila
genital la que en su interior muestra finos tubos que se acomodan en pa-
quetes (Fig. 10).

En otro corte de la papila genital, se muestra el ramillete de solenocitos y
en la base de éstos se observa una estructura a Ja que se le llamo tentati-
vamente bolsa espermatica por contener en el interior numerosos esper-
matozoides (Fig. 12).

Con respecto a la hembra no se observaron los solenocitos ni las otras es-
tructuras antes mencionadas; solo se encontré una estructura que presen-
ta un epitelio cdbico ciliado (Fig. 13) que probablemente sea parte del
conducto celdomico del aparato excretor, Sin embargo para poder afirmar
ésto, es necesario que se realicen mas estudios en referencia al aparato ex-
cretor de la hembra.

Por otro lado, tanto en los cortes transversales como en los longitudinales
y oblicuos se observaron dentro de la cavidad celomica de la hembra, ovo-
citos dispersos en diferentes estadios de maduracion los ovocitos comple-
tamente maduros presentan un nicleo con un nucleolo; y su citoplasma es
granuloso denso (Fig. 14).

Grassé (1949) indica que los nefridios en los poliquetos se localizan un par
por cada segmento del cuerpo. Lo que no concuerda con A. parasitica, ya
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que se observd que los nefridios se encuentran soélo en lfos segmentos
donde se presentan las papilas genitales.

Esta asociacion que presenta el nefridio con las células reproductoras, qui-
za sea otra de las adaptaciones que han tenido estos organismos para pa-
sar todo su ciclo de vida en el plancton. Fue necesario asociar, desarrollar
y especializar estructuras y organos que les sirvan como depdsito y trans-
ferencia de los gametos sexuales. Otras de Jas adaptaciones que presentan
estos organismos son {os ojos grandes y complejos que les ayudan a perci-

bir el alimento, un cuerpo de talia pequefa y parapodos que se han modifi-
cado para {a flotacion .

Dales (1955) y (1970) senala que el nefridio de alciopidos esta constituido
por un conducto celomico el que presenta un embudo ciliado que se co-
necta al canal nefridial, el cual es cerrado y porta un manojo de solenoci-
tos. El mismo autor menciona que el nefridio y conducto celdémico se han
especializado en relacion a los gametos. Y que el esperma producido es
guardado en una estructura a fa que llama vesicula seminal.

En Alciepina parasitica en e] macho solo se observé ef ramillete de soleno-
citos y una estructura a fa que se le llamo tentativamente bolsa espermati-
ca que probablemente sea la estructura sefialada por el autor. Sin
embargo, para poder corroborar ésto, es necesario realizar mas estudios
histoldogicos de la papila genital y el aparato excretor.

Fernandez (1983) menciona que en los segmentos del 10 al 14, en la por-
cién ventral de los machos de A. parasitica se focalizan una serie de papi-
las genitales de las que no se conocen ni su estructura ni sus funciones;
mientras que en las hembras de esta especie, Fernandez {comunicacion
personal) ha observado una estructura semejante a un espermatoéforo, que
posiblemente se utiliza para la recepcion y transferencia de espermatozoi-
des. Pero como en el caso def macho, se desconocen fos detalles de su es-
tructura y funcion. Solamente se lograron conocer algunos aspectos
histologicos de fa papila genital y ef aparato excretor en ef macho, mien-
tras que en la hembra solo se observaron las células sexuales de una ma-
nera superficial. Con referencia a !a estructura sefalada por Fernandez,
quiza solo se presenta cuando la hembra esta en época reproductiva.

SISTEMA NERVIOSO

Se observo el cerebro y el cordén nervioso ventrat,

El cerebro se encuentra localizado al centro, entre los centros dpticos y an-
tenales.
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Histologicamente el cerebro esta formado por una corteza constituida por
el conjunto de cuerpos neuronales que se extienden a toda la periferia, cu-
yos axones se dirigen a la region central formando una region medular lla-
mada neurdpilo (Fig. 15).

Las neuronas que forman la corteza, en su mayoria son de tipo monopolar
y bipolar, siendo las primeras mas numerosas. Las células monopolares
son de forma con poco citoplasma, presentan un nucleo central ovoide en
el que la cromatina se distribuye regularmente en finas granulaciones, en
su region anterior presenta una prolongacion lo que corresponderia al co-
no axonico, citandolas como neuronas monopolares del tipo T,. Dentro de
las neuronas monopolares se identificd otro tipo que presenta un nucleo
ovoide con granulaciones de cromatina gruesas, en las cuales el nlicleo se
ubica hacia el cono axénico definiéndolas como ael tipo T,. (Fig. 16).

Se encontraron escasas neuronas bipolares en las que el citoplasma es hia-
lino y el nicleo grande y ovoide, la cromatina presente en el nacleo mues-
tra granulaciones gruesas que ocupan la mayor parte del cuerpo celular
(Fig. 17).

En las regiones laterales de las masas de neuronas monopolares se encon-
traron pequefios grupos de neuronas gigantes, en las que el nicleo se lo-
caliza en la region apical de la célula, la cromatina de este nucieo se
encuentra en grumos muy compactos de tal manera que se tiflen muy in-
tensamente con la técnica de plata, su citoplasma esta constituido por fi-
nas granulaciones. En estas células se puede observar facilmente el cono
axénico (Fig. 15y 17).

Segin Racovitza (1896) fide Grassé (1949) menciona que el cerebro de po-
liquetos se divide en tres regiones: anterior, media y posterior. £n A. para-
sitica solo se observo un cerebro, en el que se localizan los nervios
opticos. El desarrollo de esta parte del cerebro se debe probablemente que
estos organismos presentan uno ojos complejos que les facilita la captura
del alimento,

lo que traeria como consecuencia una mayor especializacion de esta re-
gion. Para poder corroborar lo que el autor menciona seria necesario reali-
zar una microanatomia del cerebro y cortes semifinos para poder
detectarlos.

Bullock (1975) quien menciona que en el cerebro de eunicidos, filodécidos
y alciopidos se localiza un ganglio 6ptico. Lo que concuerda con Alciopina
parasitica

Marsden y Galloway (1968) identificaron tres diferentes tipos de neuronas

monopolares en el poliqueto Hermodice carunculata a las cuales clasifican
como T,, T, ¥ T,. Las neuronas observadas en Alciopina parasitica coinci-
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den con la descripcion de los tipos T,y T, mencionadas por estos autores,
el tipo T, no se observo.

Corddon Nervioso

El corddn nervioso se localiza en posicion ventral entre la pared de! cuerpo
y el intestino Fig. (5).

En region central del cordon nervioso se localiza el neurépilo en el cual se
observa un centro fibrilar y en la corteza, se ubican los cuerpos neurona-
les, rodeados por un estrato de células glandulares.

Los cuerpos neuronales son del tipo monopolar, formando conjuntos com-
pactos en las regiones laterales y ventrales del neurdpilo. Estas neuronas
presentan un nicleo central que ocupa la mayor parte de la célula y la cro-
matina del nlicleo estd en gruesos grumos, el citoplasma es sélo una del-
gada capa hialina (Fig. S).

Hacia la parte externa del estrato de neuronas monopolares en posicién
dorsal se ubica una capa de células, que se extiende lateralmente a mane-
ra de abanico. Dichas células son de forma columnar, en las cuales el ni-
cleo se localiza en la region apical con la cromatina en forma de gruesos
grumos distribuidos homogéneamente. S6lo en algunas de estas células se
les pudo observar el nucteolo. El citoplasma de la célula presenta un aspec-
to areolar con secreciones, lo que indica su naturaleza glandular. Este es-
trato de células se presentd tanto en el macho como en la hembra (Fig.
18).

Con respecto a la descripcion de las neuronas monopolares presentes en
el cordén nervioso, estas no se parecen a las descritas por Bullock (1975),
quien menciona células con niicleos con poca cromatina y c¢on rico cito-
plasma.

Clark (1970) describe un estrato de células glandulares para el macho del
género Rinchonerela angelini en el cordén nervioso. En Alciopina parasitica
se observo que tanto el macho como la hembra presentan esta estructura.
El mismo autor menciona que la funcién de estas células es desconocida
aunque probablemente esta refacionada con la secrecion del mucus lumi-
niscente.

ORGANOS RECEPTORES
Qjos
Los ojos se localizan en el prostomio, siendo de gran tamario, esféricos y

de color rojo (Fig. 19).

Pagina 28



Histolégicamente estin formados por una cérnea, debajo de la cual locali-
zamos una capa epidérmica cuyas células son de forma alargada con un
nicleo central ovoide que presenta la cromatina muy compacta. Hacia el
interior encontramos un cristalino de forma esférica, ubicado en un cuerpo
vitreo que se tifie palidamente y que lo separa de la retina que tiene forma
de copa (Fig. 19).

Las células de la retina son cilindricas de una gran longitud, cuyo extremo
distal se alarga formando una especie de tubo angosto refringente cuya
base esta fuertemente pigmentada. Estas células presentan un nucleo alar-
gado con la cromatina en gruesos grumos distribuidos regularmente; final-
mente en su regiéon basal estas células son mas amplias, de ellas salen
fibrillas que se dirigen al nervio 6ptico (Fig. 20 y 21).

Entre las regiones apicales de las células de la retina se localiza una subs-
tancia intermedia.

El nervio optico esta formado por fibras nerviosas que se conectan con el
neurépilo del cerebro de este organismo (Fig. 19).

En las regiones laterales del ojo se encuentra una capa de fibras muscula-
res de tipo liso; son célutas fusiformes que presentan un nicleo ovoide en
posicion central. Estos musculos ayudan al acomodo del ojo (Fig. 22).

Por las observaciones realizadas de los resultados se corroboré lo descrito
por Grassé (1949) y Bullock (1975) quiénes senalan que los ojos de los al-
cidpidos estan formados por una cornea, un cristalino y una retina. Y que
son clasificados como del tipo camerulado.

Demoll (1909) fide Grassé (1949) y Hess (1918) fide Bullock (1975) mencio-
nan que la cornea presenta musculos en sus bordes que ayudan al acomo-
do del ojo. Lo cual coincide con los resultados observados.

Asi mismo, también se observo la sustancia intermedia que describen Hes-
se fide Grassé (1949) y Grassé (1949) para la especie Alciopa cantrainii
(Fig. 22).
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CONCLUSIONES

En los organismos observados, la pared del cuerpo, faringe, esofago e in-
testino guardan un esquema parecido a la descripcion de los poliquetos en
general.

En el macho, los nefridios se presentan un par por cada segmento donde
estan las papilas genitales.

La papila genital esta compuesta por finos tubos en paquetes y espermato-
2oides.

Con respecto al aparato excretor en la hembra no se localizaron ninguna
de las estructuras observadas en el macho. Por lo que seria interesante
continuar con estudios mas especificos sobre estos organismos.

En ambos sexos se identificaron neuronas monopolares T,, T,, neuronas gi-
gantes y neuronas bipolares.

En la cuerda nerviosa se localizd un estrato de células glandulares que sélo
se habia reportado para los machos de Rinchonerella angellini. En Alciopina
parasitica se observé en ambos sexos.

Los ojos son de tipo camerulado con una cdrnea, un cristalino, una retina
compuesta por células retineanas y tubos refringentes.
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Fig. 4 Corte transversal (region dorsal) de la pared del cuerpo en el que ob-
servamos un epitelio cubico simple (EPC), las dos capas musculares; una
externa de musculos circulares (MC) y la interna de masculos longitudina-
les (ML) y células probablemente sensoriales (CS). Tec. Masson. 84 X

~#h

Fig. 5 Corte transversal (region ventral) de la pared del cuerpo en el que se
observa el corddn nervioso (CN), el ganglio (GA), el neurépilo (NU), las neu-
ronas monopolares (NEM), las células glandulares (C G), el tejido conjuntivo
(TC) y haces de musculatura oblicua (MO) . Tec . H-E 100 X
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Fi g. 6 Corte transversal de {a faringe donde se observa hacia la luz las pa-
pilas (PA), el epitelio cubico en fa parte basal de las papilas, una gruesa
banda formada de fibras musculares (FM). Entre las fibras musculares se
observan sus niicleos (N) alargados. Tec. argéntica 100 X

Fig. 7 Corte longitudinal ventral donde se observa el estrechamiento (ES)
que comunica a la faringe con el eséfago (E), el cual presenta un epitelio
cilindrico (EPCL) . Tec. H-E 25.6 X
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Fig. 8 Corte longitudinal ventral del intestino anterior donde se observa la
forma septada (ST) del intestino y el epitelio cilindrico (EPCL) . Tec. H-E 64X

Fig. 9 Corte longitudinal ventral del intestino anterior donde observamos
el epitelio cilindrico (EPCL) ; asi como las células secretoras de fermento
(CSF) que presentan un nicieo (N) redondo reticulado, y en su parte apical
con abundantes secreciones (SEC). Tec. H-E 100 X .
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Fig.10 Corte transversal del protonefridio (PRO) donde observamos los so-
lenocitos (SO} orientados hacia el celoma (C), papila genital (PAG). Tec. H-E

66.56 X.

ot

Fig. 11 Solenocitos que en su parte apical presentan un nicleo (N) redondo
y grande, el citoplasma es granuloso (CIT) . Tec. H-E 160 X.
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Fig. 12-Bolsa espermatica que presenta un epitelio cabico (EPC), y en su in-
terior se observan numerosos espermatczoides (E) . Tec, Argéntica 100 X

Fig. 13 Conducto celéomico (CC) revestido por un epitelio cabico ciliado
(EPCC). Tec. H-E 128 X.
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Fig. 14 Ovocito (OV), presenta un nucleo (N) grande ovoide, con un nucleo-
lo (NO) y su citoplasma es granuloso . Tec. H-E 81.92 X,

Fig. 1S Corte transversal en donde se observa el cerebro e identificamos el
neurdpilo (NU), neuronas monopolares (NEM), neuronas bipolares (NEB) y
neuronas gigantes (NEGC) . Tec. Argentica 100 X.

Pagina 36



Fig. 16 Corte longitudinal lateral del cerebro donde se observan neuronas
monopolares (NEM) con el nicleo orientado hacia el cono axénico (T ) y
neuronas monopolares (NEM) con el nicleo central (T)) . Tec. H-E 160 X.

Fig. 17 Corte longitudinal lateral dei cerebro donde se observan neuronas
monopolares (NEM), neuronas bipolares (NEB), neuronas gigantes (NEG).
Tec. H-E 160 X .
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Fig. 18 Corte transversal del cordén nervioso donde se observan las célu-
las glandulares (CG) que presentan secreciones (SEC) en su citoplasma.
Tec. H-E. 128 X.

Fig. 19 Corte transversal del prostomio donde se localizan los ojos (0). De
estos se observa la cornea (CO), el cristalino (CRl), la retina (RE) y el nervio
optico (NO) . Tec. H-E 100 X.
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Fig. 20 Un aumento mayor de {a retina del ojo, donde se observan las célu-
las de la retina (CRE), el tubgc refringente (TR), el niicleo (N) y las fibras ner-
viosas que componen el nervio éptico (NO). Tec. Masson. 160 X.

Fig. 21 Ojo donde observamos los nicieos (N) de las células de la retina,
de los que salen fibrillas (F) que se dirigen al nervio dptico. Tec. Argéntica
100X.
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Fig. 22 Corte transversal del ojo donde se observa una capa de fibras mus-
culares {FM) con niicleo (N) ovoide en posicion central, la sustancia inter-
media (S1) Tec. Masson. 160 X.
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APENDICE

Técnica de Hematoxilina - Eosina

1. Cortes en microtomo de parafina

2. Desparafinar los cortes en:

Sustancia Tiempo (en minutos)

Xilol 15 e
Alcohol absoluto 10
Alcohol de 96° 10
Alcohol de 70° 10
Alcohol de 50° 10
Agua destilada 5

3. Colocar los cortes en Hematoxilina de Harris durante 40"

4. Virar en agua de la llave dos cambios rapidos

5. Colocar los cortes en agua destilada (limpiar los cortes con una aguja de
diseccion a la que se le pone en la punta un algodon, a manera de torunda,
para quitar el exceso de parafina y grenetina).

6. Colocar los cortes en:

_ Sustancia Tiempo (en minutos) -
____Alcohol de 50° 10 -
Alcohol de 70° 10

7. Colocar {os cortes en eosina durante 10",

8. Colocar los cortes en alcohol del 96° dos veces durante 5'y 10' respecti-
vamente.

9. Colocar los cortes en alcohol absoluto durante 10"
10. Colocar los cortes en xilol durante 10

11. Montar en balsamo de Canada.
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Técnica tricromica de Masson

1. Desparafinar los cortes en:

_Sustancia Tiempo (en minutos)
Xilol 15
Alcohol absoluto s 10
Alcohol de 96° 10
Alcohol de 70° 10
Alcoho! de 50° 10
Agua destilada 10

2. Colocar los cortes en un mordente (solucion de Boum) dur nte 1’ hora a
temperatura ambiente .

3. Lavar los cortes en agua corriente hasta que desaparezta eI color de la’
solucion de Bouin. ;

4. Colocar los cortes en agua destilada durante 10°.

5. Colocar los cortes en Hematolxilina férrica durante 15,

6. Virar en agua corriente durante 10',

7. Colocar los cortes en agua destilada (durante el tiempo que sea necesa-
rio, ya que en este paso se limpian los cortes, siguiendo el mismo método
que en la técnica anterior).

8. Colocar los cortes en el colorante de escarlata de Biebrich durante 10"

9. Lavar los cortes en agua destilada varias veces, hasta que el agua quede
rosa claro.

10. Colocar los cortes en una solucion de acido fosfotusgtico y acido fosfo-
molibdico durante 10",

11. Colocar los cortes en una solucion de azul de anilina durante 7',

12. Colocar los cortes para deshidratar en en alcohol 96° durante 1 minu-
to.

13. Colocar los cortes en alcohol absoluto durante 1 minuto.
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14. Colocar los cortes en xilol durante 10'

15. Montar en balsamo de Canada.

Técnica argéntica de Rto-Hortega modificada para cortes en parafina de
Barroso- Moguel.

1. Desparafinar los cortes en;

Tiempo (en minutos)
Xilol 15
_ Alcohol absoluto - A5
] Aicohol de 96° E
. Alcohol de 70> ! 15 S
Alcohol de 50° - 15 B
Agua destilada ' 15 1

2. Tres cambios en agua destilada durante 1 minuto cada uno.

3. Colocar los cortes en una solucidn de nitrato de plata al 25% cubierto en
aboluta obscuridad durante 24 horas, a temperatura ambiente. Los cortes
deben permanecer en la solucion hasta adquirir una coloracion café taba-
co.

4. Colocar los cortes en tres cambios de agua destilada durante 1 minuto
cada uno.

5..Colocar los cortes en una solucion de carbonato de plata amoniacal
(Nitrato de plata 25%, Carbonato de sodio anhidro 5%,Gotas de amoniaco)
con tres o cuatro gotas de piridina durante 24 horas 6 hasta que estos to-
men un color café obscuro.

6. Se realizan tres cambios en agua destilada durante 1 minuto cada uno.
7. Colocar los cortes en una solucion de formol al 10% de 5- 10 minutos.

8+ Colocar en alcoho! 96° durante 1 minuto

9. Colocar en alcohol absoluto durante minuto.

10. Colocar en xilol durante S minutos .

11. Montar con balsamo de Canada.
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