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Resumen: En este trabajo se analizan diferentes técnicas para la preparacion, fijacion, tincion e inclusién microscopica de
dermatopsias en los lepidopteros, con especial atencion al exoesqueleto larval, las capsulas cefalicas y escleritos

abdominales de adultos.
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Techniques for preparing, staining and mounting lepidopteran microscope dermatopsies (Insecta:

Lepidoptera)

Abstract: Techniques for preparing, fixing, staining and mounting microscope dermatopsies in lepidopterans are analysed,
with special attention paid to the larval exoskeleton, cephalic capsules and the adults’ abdominal sclerites.
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Introduccién

Es muy comun encontrar en la bibliografia el uso, que creemos
ambiguo, del término quetotaxia para referirse a las preparaciones
de piel. Siendo estrictos, la etimologia de la palabra indica
‘disposicion del pelo’. Es decir, el estudio de la ubicacion de las
cerdas que hay en el exoesqueleto. Es frecuente leer frases como
‘quetotaxia de la pata’ para referirse al estudio completo de la
pata, ‘quetotaxia de la cabeza’, para el examen de las capsulas
cefalicas, ‘quetotaxia del torax’, etc. Proponemos el término
genérico dermatopsia, es decir, ‘vision de la piel’, para estudios
completos de la piel. El término quetotaxia deberia utilizarse,
exclusivamente, cuando el analisis se refiera Gnicamente a la
disposicion de los pelos.

En el presente articulo se presentan y analizan diferentes
técnicas para la preparacion, fijacion, tincion e inclusion
microscopica de dermatopsias en los lepidopteros, con especial
atencion al exoesqueleto larval, las capsulas cefalicas y escleritos
abdominales de adultos.

Con respecto a los antecedentes bibliograficos pueden
consultarse BECK, 1960 y 1989; HINTON, 1946. Para técnicas
microscopicas en general pueden consultarse FERNANDEZ-RUBIO,
1982; MARTINEZ,2002; GABE, 1968; MARTOJA & MARTOJA, 1967,
PEARSE, 1968; VIVES-MORENO, 1988; BERNIS-MATEU, 1973. Las
conclusiones que se han obtenido en este trabajo se basan en la
realizacion de 1282 preparaciones.

Material y métodos

Aquellos lectores que no estén familiarizados con los tratamientos
mas usuales en la preparacion de genitalias y en los de estructuras
microscopicas de lepidopteros en general, han de saber que las
cantidades de liquidos con que se hacen los tratamientos, mientras
no se indique lo contrario, deberan acomodarse a los tamafos de
los cuerpos que se van a tratar. Como norma general, los liquidos
usados deberan cubrir ampliamente las estructuras. Igualmente, si
no se dan indicaciones concretas, es preciso decir que la tempera-
tura que se toma como referencia para los diferentes procesos es
de 18°C. Con respecto al tiempo, si no se indica explicitamente,
sucede lo mismo que con las cantidades. Como es obvio, no es
igual tratar las partes de un macroheterécero que las de un
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microlepidoptero. Debido a las grandes diferencias, en lo que
respecta a las medidas de las estructuras entre las distintas
especies, resulta imposible indicar especificamente estas cantida-
des y se ha de confiar para ello en la experiencia de cada operador.

No detallaremos aqui nada mas que los utensilios mas
especificos y/o poco usuales, entendiendo que son necesarios los
mas comunes, como por ejemplo: tubos de Pyrex, gradilla,
cristalizador, agujas enmangadas, asa de platino, sondas, jeringui-
llas, bafio Maria con termostato, termometro, pinzas, pocillos de
ceramica, bisturies, microtijeras, frasco lavador, probetas, balanza,
microscopio estereoscopico, etc.

I. Preparacion de la piel del cuerpo larval

Diseccién y maceracion:

Antes de comenzar la preparacion del exoesqueleto larval es
recomendable dejar a las orugas en ayuno durante al menos dos o
tres dias. De esta manera, se evita que el contenido intestinal tifia
o manche la piel de las orugas. La muerte se provoca con cual-
quier método conocido (véase SCHAUFF, 1986: 24-26), con
vapores toxicos, por inmersion en agua a 1° C, o por calentamien-
to a 80° C. Hay que tener en cuenta que el acetato de etilo y el
cianuro, pueden alterar su coloracion. Silalarva no es muy grande
también se puede utilizar 1,1,2,2- tetracloroetano (l1éase
FERNANDEZ-RUBIO, 1985: 102). Posteriormente, si la oruga es
grande, se realiza la ablacion de la cabeza con unas microtijeras y
se da un corte longitudinal en la zona ventral, desde la cabeza
hasta el anus (para anatomia larval véase EATON, 1987: 193-197,
SNODGRASS, 1997: fig.196, HASENFUSS, 1963, HINTON, 1946 y
STEINMANN & ZOMBORI, 1984). Hay que procurar no cortar el
recto y el saco rectal, que luego resultara muy 1til para posteriores
manipulaciones (1am 1, fig. 13). Esta incision debe ser realizada
perfectamente centrada, entre las patas toracicas y las abdominales
(fig.1 ¢). Los siguientes pasos son: maceracion, limpieza, fijacion,
tincion, aclarado, deshidratacion y montaje (fig.2). Para la
maceracion introducir la cabeza y el cuerpo abierto en un tubo que
contenga una solucion de hidréxido potasico al 15%, si la oruga
es grande. Cuanto menor sea su tamaflo y mas fina la piel, menor
debe ser la concentracion de hidroxido potasico, pudiéndose llegar



Fig. 1. Linea de corte de la cabeza (arriba, izda.), escleritos (arriba, dcha.) y cuerpo larval (abajo).
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Fig 2. Diagrama de procesos (*: pasos opcionales).
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a utilizar concentraciones del 5%. Calentar al bafio Maria, como
maximo 5 minutos, a 80° C. Finalizado el tiempo hay que
proceder a una variante de la técnica de agitacion descrita por
MAGRO & DE LA TORRE (2002: 184). Se trata de agitar el tubo
enérgicamente unas 20 veces y quitar la espuma que se forme con
unas gotas de alcohol isopropilico. Una vez concluido este
proceso, se introduce la larva en agua desionizada, agitando
nuevamente unas 10 veces y se repite la operaciéon como se ha
descrito, finalmente se agita 5 veces mas (véase fig. 4). Para
terminar, aclarar con abundante agua. Después de estas operacio-
nes el exoesqueleto y su capsula cefalica deberian estar perfecta-
mente limpias, si no fuese asi habria que realizar una Gltima
limpieza manual con la siguiente solucion de limpieza:

SOLUCION DE LIMPIEZA A
Aguadesionizada ............. ... .. ..., 65 ml
Acidoacético ......... ... 35ml

Una vez concluida la limpieza manual aclarar concienzudamente
con agua, si no se realiza de esta manera, es posible que las
soluciones que empleemos para teiiir no se fijen adecuadamente.
Si las preparaciones que se desean realizar son de partes con piel
fuertemente quitinizada y pigmentada pueden macerarse en la
siguiente solucion oxidante:
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SOLUCION DE MACERACION A
Agua desionizada
Permanganato potasico
Alumbre de roca

El permanganato teiiira los tejidos de un fuerte color morado que
cambiara de tonalidad al marrén oscuro en contacto con el aire,
estabilizandose a los pocos dias. Esta tonalidad aclara con el
tiempo y ha de lavarse concienzudamente con esta formula:

SOLUCION DECOLORANTE A
Aguadesionizada ................ .. ..., 100 ml
Acidooxalico ............ ... ... ... ..., 10 gr

Se decolora mejor con el dcido oxalico pero es muy toxico y se
puede sustituir por sulfito sédico o bisulfito sddico al 10% en
agua. Aclarar abundantemente. Después se bafian a 80°C durante
el tiempo necesario, en la siguiente solucion:

SOLUCION DE MACERACION B
Agua desionizada
Hidréxido potasico

Una vez que se considere que las partes estan suficientemente
claras se lavan bien con agua o con 4cido citrico al 30% en agua,
finalizando el proceso con un nuevo aclarado. Si las orugas son
muy pequenas (inferiores a unos 3 mm), es muy dificil hacer el
corte longitudinal y la ablacion de la cabeza, por lo que se
montaran enteras. Se calentaran en hidroxido potasico al 5% a 80
°C durante 2 minutos, o bien durante una hora o mas en frio.
Después se presionara con un pincel, por debajo de la cabeza, con
cuidado de no deteriorar la capsula cefalica, hasta que el contenido
corporal salga por el anus. Se volveran a introducir en hidroxido
potasico, se agitaran de manera no muy agresivay se aclararan con
agua.

Técnicas de fijacion:

Se puede entender por técnicas de fijacion dos conceptos: 1° la
conservacion de los tejidos, células y estructuras en el estado mas
aproximado posible a la materia viva; 2° la fijacion de los coloran-
tes con otras sustancias, para que sean estables, longevos, que
penetren y tengan un poder cromdgeno adecuado para el uso que
se persigue. Al empleo de estas sustancias se le llama comunmen-
te, utilizacion de mordiente, aunque la palabra ‘mordiente’ tiene



otra acepcion radicalmente distinta, generando cierta confusion.
Mordiente, también es el punto en que algunas sustancias, muy
cercanas al secado, estan ligeramente pringosas al tacto, pero no
manchan, por ejemplo en la técnica del Mixtién. Algunos autores
para evitar la ambivalencia del término emplean la palabra
curtiente, que es la que nosotros usaremos. Las larvas muy
pequeiias deben de fijarse con solucion Ringer (LANGERON, 1969)
y/o AFATD (MARTINEZ, 2002:187). La fijacion de los colores
puede realizarse preparando previamente las partes a tefiir, para
que el reactivo penetre profundamente, o bien después de la
tincion para consolidar los colores. Esto depende de que proceso
de tincion se trate, aunque en la mayoria de los casos no es
necesario. Para la fijacion de los colores, en general, empleamos
la siguiente formula curtiente:

SOLUCION CURTIENTE A
Aguadesionizada ................. ... ..... 100 ml
Alumbrederoca ......... ... ... ..., 10 gr

Técnicas de Tincion:

Los colorantes que se han de utilizar dependen del grado de
pigmentacion y de pilosidad del exoesqueleto larval, del grado de
contraste que se necesite y del medio de montaje que se vaya a
usar. Para larvas con exoesqueleto poco quitinizado se puede
utilizar la siguiente técnica de doble tincion. Se introduce la piel
durante 4 minutos en la siguiente solucion colorante:

SOLUCION COLORANTE A
Etanol
Fuscina basica

En vez fucsina se puede emplear picrocarmin (BERNIS-MATEU,
1973:52) o hematoxilina de Heidenhaim (léase MARTINEZ,
2002:191). Seguidamente durante 6 minutos en la solucion:

SOLUCION COLORANTE B
Agua desionizada
Azul de metileno

Se puede sustituir el azul de metileno por azul de toluidina.
Aclarar con agua (1am. 1, fig. 5) También da muy buenos resulta-
dos introducir los tejidos durante 5 minutos a 80°C en la siguiente
solucion:

SOLUCION COLORANTE C

Aguadesionizada ............... ... ..., 80 ml
Indigo ........... 10 ml
Bisulfitodesosa ............ ... .. .. Segr

Esta se realizara de la siguiente manera: mezclar el indigo con
unas gotas de etanol en un almirez y con la mano de ceramica,
hacer una pasta. Luego afiadir el agua con el bisulfito de sosa y
calentarlo a un maximo de 80 °C con los exoesqueletos dentro, en
un frasco tapado. Este tinte actua por reduccion-oxidacion, las
preparaciones salen color azul muy tenue y en contacto con el
oxigeno del aire van oscureciendo en breves segundos. Se puede
repetir la operacion tantas veces como se crea necesario, pero hay
que mantener el liquido en el recipiente, convenientemente
cerrado, destapar para meter las preparaciones y tapar lo mas
rapidamente que sea posible. Fijar con la solucion curtiente A y
lavar con agua. El sistema es lento, pero se pueden controlar las
tonalidades de manera muy precisa. La solucion no se conserva.
Si se ha producido una severa sobrecoloracion (tanto en la primera
técnica, como con el indigo) se puede usar la solucidén propuesta
por VIVES-MORENO, (1988:43), que es la siguiente:

SOLUCION DECOLORANTE B

Aguadesionizada ............. ... .. ........ 50 ml
Etanol ......... ... .. ... .. ... .. ... ... 25 ml
Acidoacético ........... . 25 ml

Si es una sobrecoloracion no muy severa basta rebajar la solucion
en agua, no obstante la preparacion deberia de tener unas tonalida-
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des bastante fuertes dado que en la posterior deshidratacion
perdera un poco de brillo, contraste y tonalidad. Seguidamente
aclarar con abundante agua. Si la preparacion no esta lo suficiente-
mente limpia se puede utilizar el mismo liquido para finalizar. Con
esta técnica se conseguira que las partes mas quitinosas se tifian de
tonalidades cercanas al afiil y el resto del tejido con tonos
magenta. Para tejidos larvales muy quitinizados proponemos la
siguiente técnica de doble tincion. Se introduce la piel durante 4
minutos en la siguiente solucion colorante:

SOLUCION COLORANTE D

Aguadesionizada ................ .. ....... 100 ml
Verde HE ........ .. .. .. ... .. .. ... 10 gr
Azuldemetileno ........ ... ... .. .. ... 10 gr
Fenol..... ... ... . 2 gr

El verde y el azul se pueden reemplazar con verde luz y azul de
toluidina, empleando la mitad de la proporcion, es decir, 5 gr.
Seguidamente se pasa, agitando lentamente, durante 1 minuto, a
una solucion de mercuresceina sodica, proporcion 1:1000. Este
reactivo se puede sustituir por mercromina comercial, pero ésta da
una coloracion mas clara y con una fluorescencia amarillo-verdosa
mucho mas acentuada que, en algunos casos, pudiera resultar
molesta. La mercromina comercial, dependiendo de las marcas,
puede tener diferentes concentraciones. Los aditivos y excipientes
pueden ser variados y la combinacion con éstos pueden provocar
que las preparaciones se oscurezcan con el tiempo. Se aclara con
agua desionizada. La coloracion debe ser bastante acentuada dado
que en los pasos de deshidratacion, como ya se comentd anterior-
mente, la preparacion perdera parte de su tonalidad aclarandose.
No obstante si se ha producido una sobrecoloracion se puede
rebajar con la siguiente solucion decolorante:

SOLUCION DECOLORANTE C

Aguadesionizada .............. ... ... ..., 20 ml
Etanol ......... .. ... .. ... .. ... .. ... ... 78 ml
Acidoacético .......... . 2 ml

Seguidamente aclarar con abundante agua. Si la preparacion no
esta lo suficientemente limpia se puede utilizar el mismo liquido
para terminar. Con esta técnica se conseguira que las partes mas
quitinosas se tiflan de color verde azulado y el resto del tejido con
una variable gama de magentas (1am. 1, fig. 6). Es necesario
resaltar, que estos métodos de tincion solo se pueden aplicar si el
medio de montaje que se va ha utilizar requiere la deshidratacion
previa de los tejidos. Si las estructuras se incluyen en otros
medios, como por ejemplo, aquellos en que las preparaciones se
pueden montar directamente con alcohol, los hidrosolubles o los
que poseen en su formula hidrato de cloral, las preparaciones se
pueden destelir (véase el apartado medios de inclusion). Para
montar los exoesqueletos, por ejemplo, en Euparal, (que se diluye
en alcohol), se introducen los tegumentos durante 2 minutos en
orceina acética B. Al término se aclaran con agua y se bafian las
partes con la solucion colorante B durante 4 minutos. Aclarar con
aguay meter en la solucion de orceina. Fijar con alcohol isopropi-
lico. Para decolorar se puede usar la solucion decolorante A (lam.
1, fig. 7). Si el medio de inclusion es hidrosoluble, por ejemplo,
DMHEF o se desean almacenar las preparaciones en frascos con
glicerina o soluciones de la misma, se usara el siguiente liquido
durante 1 minuto:

SOLUCION COLORANTE E
Agua desionizada
Negro de clorazol

Se aclaran y se limpian los tejidos de los residuos del negro
(constltese CARAYON, 1969) y se vuelven a teflir durante 2
minutos con la solucion colorante A. Se lavan con abundante agua
y se vuelven a introducir 30 segundos, si es necesario, en la
solucién colorante E. El negro de clorazol es dificil de decolorar.
Si las preparaciones se sobrecoloran, se puede utilizar la solucion
de limpieza A. Si no se consigue la tonalidad deseada se puede
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Fig. 3. Fabricacion de la célula de Legendre y célula para preparaciones en seco.

utilizar la siguiente solucion durante mas de 24 horas:

SOLUCION DECOLORANTE D
Agua desionizada
Hidrato de cloral

Se efectuia un profundo lavado y se dejan secar las preparaciones
completamente, a temperatura ambiente. Para montarlas hay que
volver a hidratarlas. De esta manera las preparaciones no se
destifien en el DMHF ni en la glicerina. Las partes quitinosas
adquieren una tonalidad gris oscura y el resto del tejido rosas y
azules grisaceos (véase lamina 1, figs. 8 y 10).

Medios y métodos de inclusion:

Como ya se ha comentado hay de varias clases, unos necesitan que
los exoesqueletos estén deshidratados, otros son hidrosolubles y
algunos admiten tegumentos deshidratados con alcohol isopropili-
co. Todos tienen ventajas e inconvenientes (véase anexo compara-
tivo VI). Para montar entre porta y cubre algunas larvas de gran
tamaiio, es necesario emplear cubreobjetos de gran formato, por
ejemplo, de 24 x 32 mm o mayores. Silas mismas superan el largo
del porta, hay portas de gran formato en el comercio, pero su uso
conlleva la adquisicion de cajas especiales. Una manera de
montarlas es seccionar la piel de larvas transversalmente por la
mitad (lam 1, fig. 8). Si los tejidos son de gran grosor el cubre
debe de separarse lo suficiente del porta como para no aplastar las
preparaciones, en este caso se pueden usar trocitos de cristal con
el suficiente grosor como para separarlos (Yela, com. pers.).
También se pueden utilizar esquineras de hilo de plata o de latén,
arandelas de P.V.C., etc. El método que consideramos, con
diferencia, el mas adecuado es el montaje en célula de Legendre.
Se trata de doblar los angulos con un micro-soplete tipo ‘Pencil
Torch’ plegando lo necesario como para conseguir el grosor
deseado. Consideramos que este es el sistema mas sencillo, limpio,
elegante y deseable, aunque menos utilizado (fig. 3). El sistema de
almacenamiento en tubos con glicerina, no es muy util para piel de
las larvas, puesto que su manipulacion resulta, en muchos casos
un engorro y es facil deteriorarlas. Con respecto a las sustancias
de inclusion que contienen hidrato de cloral, acido acético o
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glicerina, estan practicamente en desuso, como por ¢j. el liquido
de Hoyer, Faure, o el Berlése, encontrandose multitud de medios
mas eficaces y modernos.

Il. Preparacion de capsulas cefalicas larvales

Diseccién y maceracion:

Se cortaran las cabezas, con unas pequeias tijeras, 1o mas cercano
al nacimiento, (fig. 1 a). Las capsulas cefalicas larvales se maceran
de la misma manera descrita para la piel del cuerpo de las larvas.

Fijacién:
No se suele necesitar fijacion de ningun tipo, excepto que se
deseen emplear colorantes que requieran curtiente.

Tincién:

Las céapsulas cefélicas larvales se suelen almacenar en frascos de
cristal en una solucion a base de glicerina (véase MAGRO & DELA
TORRE, 2002: 187). Por lo tanto, se deben tefiir empleando la
solucion colorante E y la decolorante D si es necesario. Conviene
tefiirlas muy sutilmente puesto que su estructura es, por lo general,
bastante quitinizada y posee estructuras que si se sobrecoloran no
se observarian con facilidad, como por ¢j. 1a hipofaringe. Si estas
capsulas son de tamafio muy pequeflo, se pueden montar entre
porta y cubre. La técnica de tincidon que consideramos mas
adecuada para medios de inclusion que requieren la deshidratacion
de los tegumentos, consiste en usar la solucion colorante D y
después mercuresceina sodica, como se describid en el anterior
apartado. Aunque no hay inconveniente en aplicar cualquiera de
las otras. Otro sistema es pegarlas, en seco, en etiquetas, pero las
capsulas se suelen deformar.

lll. Preparacion de escleritos abdominales de adultos

Diseccién y maceracion:

Una vez separado el abdomen completo, si el ejemplar es grande
y/o pertenece a un macho, se debe introducir en un tubo durante
10 minutos, que contenga una solucién de hidroxido potasico al
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Fig. 4. Diagrama de procesos (*: pasos opcionales).

5%, y calentar a 80° C. Si es pequefio o es hembra, en una
solucion al 2%. Posteriormente se procede a la ablacion de la
armadura genital, ya sea andropigio o ginopigio, si es posible, con
todos los 6rganos que se puedan conservar (espermateca, tubos de
Maplhigi, etc.) que seguramente seran muy Utiles para posteriores
estudios morfoldgicos. Ahora debe abrirse el abdomen, para ello
realizaremos un corte longitudinal con unas microtijeras justo por
encima de los espiraculos de la parte izquierda, observando la
preparacion en norma ventral (fig. 1 b). Se debe comenzar por el
primer segmento abdominal para terminar en el Giltimo uroesterni-
to. Seguidamente volvemos a introducir los escleritos en una
nueva solucion alcalina, a 80°C, durante el tiempo que se
considere necesario para que estén mas o menos limpios y/o
blandos. Una vez finalizada la operacion, y si el abdomen es de
gran tamano, se agita tal como se describio en el apartado ‘Prepa-
racion de piel larval’, subapartado ‘Diseccion y maceracion’. Si
es pequeflo o con piel muy delicada, se procedera tal como
describen MAGRO & DELA TORRE, 2002: 184. Hay que comentar,
que algunos abdomenes poseen coremata y/o también mechones
de pelo en los uroesternitos. Estas estructuras pueden ser muy
importantes para la determinacion del ejemplar, en este caso, la
agitacion se debe hacer la mitad de las veces recomendadas y
realizarlas no tan enérgicamente como se describe en el citado
trabajo. Para finalizar, se aclaran los escleritos con abundante
agua. De esta manera estos deberian estar completamente limpios.
Si por alguna razon no es asi, se hara una limpieza manual con la
solucién de limpieza A terminando con un nuevo aclarado. Si los
abdomenes son muy pequefios (inferiores a unos 3 mm), es muy
dificil hacer el corte longitudinal paralelo a los espiraculos, con lo
cual se montaran enteros. Se trataran con hidroxido potasico al 2%

a 80 °C durante 2 minutos, o bien durante una hora o mas en frio,
si el abdomen pertenece a un macho. Si por el contrario es una
hembra la solucion alcalina serd al 1%. Después se presionara con
un pincel, hasta que el contenido intestinal salga. Se procedera a
un agitado no muy agresivo y se aclararan con agua. Si todavia
han quedado algunos conductos traqueales, limpiar con el agua
procedente de una jeringa, introduciendo la aguja del tamafo
adecuado, hasta la mitad del hueco y luego presionar con contun-
dencia. Esta aguja debe tener la punta roma, para lo cual ha de
cortarse y pulirse de manera que desaparezcan los biseles. Puede
darse el caso, de que incluso la ablacion del abdomen sea dificil,
0 que esta operacion, en ejemplares extremadamente pequeflos,
entrafie riesgos de deterioro de las estructuras del torax. Para
extraer el abdomen, basta golpear dorsalmente y hacia abajo, sobre
el cuarto y quinto esternito, siempre y cuando el ejemplar esté
seco y montado. Si el abdomen no se desprende con cierta
facilidad es mejor no insistir, los ejemplares se deberan preparar
enteros. Igualmente, puede suceder, que el ginopigio no se pueda
separar de los uroesternitos, en cuyo caso la genitalia femenina se
montara junto al abdomen o con los ultimos segmentos.

Fijacion:

No se suele emplear fijacion de ningln tipo, a no ser que se
deseen utilizar sustancias con poder cromdgeno que requieran
curtiente, como por ejemplo el indigo.

Tincién:

Se puede utilizar cualquiera de los métodos de tincion descritos
para la piel de las larvas, pero se debe de tener presente que los
escleritos se sobrecoloran con facilidad. Por lo general, debido su

209



estructura, las técnicas diferenciales provocan
un gran contraste entre las partes. Recomenda-
mos el uso de la solucion colorante A y By la
decolorante C. También se puede utilizar una
técnica de coloracién mas suave a base de
Vigencial (100 ml), (véase MEF, 2001) y azul
de metileno (1 gr) cuya composicion completa
es la siguiente:

SOLUCION COLORANTE F

Violeta de genciana ........... S5gr
Etanol ....... ... ... ... .... 10 ml
Nonoxinol . ................. 0,1 gr
Cloruro de benzalconio . ..... 0,02 gr
Agua desionizada ............ 80 ml
Azulde metileno ............. 1gr

Primero introducir los escleritos, durante 2
minutos, en la solucién colorante F. Aclarar con
agua y decolorar, si es necesario, con esta
solucion decolorante:

SOLUCION DECOLORANTE E
Hipoclorito soédico ............ 6 ml
Agua desionizada ............ 94 ml

Es importante después de usar la solucion
decolorante aclarar con abundante agua. No se
debe abusar de esta solucion ni aumentar la
proporcion de hipoclorito. Este tiene una poten-
te y eficaz accion aclarante pero puede causar
amarilleamiento. Seguidamente colorear durante
1 minuto, agitando lentamente, con una solu-
ciébn de mercuresceina sodica, proporcion
1:1000. Si es necesario, decolorar con la solu-
cion decolorante C. Para terminar aclarar con
agua. Las partes mas quitinosas de los escleritos
quedaran con diferentes tonalidades azules o
moradas y el tejido conjuntivo en gamas rosas o
rojos (lam 1, fig.14-21). Esta técnica de doble
tincion solo se puede aplicar si se incluyen las
preparaciones en medios de montaje que necesi-
tan deshidratacion en xileno. Para incluir los
escleritos en Euparal, se introducen los mismos
durante 1 minuto en orceina acética B. Al
término se aclaran con agua y se bafian las
partes con la solucion colorante B durante 2
minutos. Aclarar con agua y meter nuevamente
en la solucion de orceina. Fijar con alcohol
isopropilico. Para decolorar se puede usar la
solucién decolorante A (lam 1, fig. 13). Si el
medio de inclusion es DMHF , se usara la
solucién colorante E. Aclarar y limpiar los
escleritos de los residuos del negro y volver a
tefiir durante 2 minutos con la solucién coloran-
te A. Se enjuagan con agua y se vuelven a
introducir 15 segundos, si es necesario, en la
solucién colorante E. Si las preparaciones se
sobrecoloran, se puede utilizar la solucion de
limpieza A. Si no se consigue la tonalidad
deseada se puede utilizar la solucion decoloran-
te D y A y nuevamente D (lam.1, fig. 16).
Léase mas arriba, al final del apartado I, los
comentarios sobre el negro de clorazol.

Medios y métodos de inclusion:

Los escleritos abdominales que se han cortado
longitudinalmente, se suelen colocar en el porta
en norma ventral, junto a la armadura genital y
a la izquierda de la misma. Si éstos son de gran
extension, se ubicaran en el mismo porta pero

Pagina siguiente: Figuras 5-21.

5. Preparacion de piel larval niimero 335-409 de Cucullia verbasci (Linnaeus,
1758), (det. 9-VII-1993). Se empled para teflir azul de metileno + verde He
(solucion D).

6. Preparacion de piel larval ntimero 334-407 de Cucullia verbasci (L.), (det. 9-
VII-1993). Se empleo para tefiir azul de metileno + verde He O mercuresceina
(solucién D G mercuresceina).

7. Preparacion de piel larval ntimero 548-873 de Cucullia thapsiphaga Treitschke,
1826, (det. 4-V-1996). Fragmento de los cuatro primeros segmentos. Se empled
para tefiir orceina acética O azul de metileno (B) O orceina acética.

8. Preparacion de piel larval niimero 533-843 de Cucullia lychnitis Rambur, 1833,
(det. 4-1IV-1996). Larva en ultimo estadio que por su gran tamaio, se mont6 en dos
partes. Se empleo para tefiir negro de clorazol Q1 fucsina basica Q1 negro de clorazol
(solucion E G A G E). Este ejemplar presentaba una grave enfermedad con extrema
pérdida de pigmentacion, las amplias zonas marrones se pusieron de relieve tras la
tincion (ndtese que los puntos y las rayas dorsales blancos, en realidad deberian ser
negros, y las zonas marrones transparentes, como corresponde a la especie a la que
pertenece).

9. Preparacion de piel larval numero 656-1086 de Cucullia thapsiphaga Tr. (det.
15-VII-2002). Fragmento de los tres primeros segmentos. Se empled para teflir azul
de metileno O mercuresceina (solucion B G mercuresceina).

10. Preparacion de piel larval nimero 657-1088 de Cucullia thapsiphaga Tr. (det.
15-VII-2002). Fragmento de los primeros segmentos. Se empleo para tefiir negro
de Clorazol O fucsina basica G negro de clorazol (solucion E O A Q1 E).

11. Preparacion de piel larval numero 660- 1094 de Cucullia lychnitis Rbr. (det.
15-VII-2002). Fragmento de los primeros segmentos. Se empled para tefiir azul de
metileno + verde HE Q1 fucsina basica (solucion D Q1 A).

12. Preparacion de piel larval numero 661-1096 de Cucullia thapsiphaga Tr. (det.
15-VII-2002). Se empled para tefiir azul de metileno O fucsina basica (solucion B
a A). Ejemplar con grave enfermedad, los puntos azules, corresponden con la
facies de la misma, que se pusieron de relieve tras la tincion y no con los puntos
larvales relativos a la especie.

13. Preparacion de piel larval numero 663-1100 de Cucullia thapsiphaga Tr. (det.
20-VII-2002). Se empled para tefiir Vigencial O mercuresceina (solucion F1 G
mercuresceina sddica). Notese la conservacion del tubo anal, muy util para usarlo
a modo de asidero y manipular con comodidad la piel.

14. Preparacion nimero 269-314 de escleritos abdominales de un adulto hembra de
Agrotis (Crassagrotis) obesa [Boisduval, [1828]), (det. 2-1V-1993). Fragmento, 3°,
4°y 5° esternito en norma ventral. Se emple6 para tefiir orceina acética O azul de
metileno (B) O orceina acética.

15. Preparacion numero 277-324 de escleritos abdominales de un adulto macho de
Eurranthis plummistaria (Villers, 1789), (det. 4-1V-1993). Se empleo para tefiir
azul de metileno + verde He i Fucsina bésica (solucion D Q1 A).

16. Preparacion numero 266-310 de escleritos abdominales de un adulto macho de
Zygaena (Zygaena) lavandulae barcelonica Reiss, 1936, (det. 1-IV-1993).
Fragmento, 6°, 5° y 4° esternito. Se emple6 para tefiir negro de clorazol O fucsina
basica O negro de clorazol (solucion E G A G E).

17. Preparacion numero 274-319 de escleritos abdominales de un adulto macho de
Cossus cossus (Linnaeus, 1758), (det. 4-1V-1993). Fragmento de los ultimos
uroesternitos. Se empled para tefiir azul de metileno (B) O mercuresceina.

18. Preparacion numero 313-370 de escleritos abdominales de un adulto macho de
Euxoa (Euxoa) temera (Hiibner, [1808]), (det. 6-VII-1993). Fragmento de los
ultimos uroesternitos. Se empleo para tefiir Vigencial G fucsina bésica (solucion
F1 G A).

19. Preparacion numero 267-312 de escleritos abdominales de un adulto hembra de
Agrotis (Crassagrotis) crassa (Hiibner, [1803]), (det. 2-IV-1993). Fragmento de
los primeros esternitos. Se empleo para tefiir azul de metileno + verde He (solucion
D).

20. Preparacion numero 254- 292, de escleritos abdominales de un adulto macho
de Habrosyne pyritoides (Hufnagel, 1766), (det. 20-111-1993). Fragmento de los
ultimos esternitos. Se empled para tefiir Fucsina basica G azul de metileno
(solucion A G B).

21. Preparacion numero 260-301, de escleritos abdominales de un adulto macho de
Agrotis (Crassagrotis) crassa (Hb.), (det. 28-111-1993). Fragmento de los ultimos
uroesternitos. Se empled para tefiir Azul de metileno + verde He G mercuresceina
(solucién D G mercuresceina). ( Todas las preparaciones y los ejemplares se
encuentran depositados en la coleccion del autor. Rafael Magro, Det. et Leg.).
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en otro cubre. Si la armadura genital es de gran espesor y los
escleritos no y viceversa, se montaran en cubres separados. Si los
escleritos tienen mucho grosor montar las preparaciones en célula
de Legendre (fig. 3). Aquellos abdémenes que por su tamaiio, no
se pudieron seccionar, se montaran en norma dorso-lateral
derecha, para que se puedan observar con facilidad los espiracu-
los. El sistema de almacenamiento en tubos con glicerina, no es
muy util para los escleritos abdominales, puesto que su manipula-
cion resulta engorrosa y es facil deteriorarlos.

IV. Otras preparaciones

Las preparaciones de patas y torax, por lo general, no hace falta
tefirlas, pero si se da el caso de que son apéndices poco quitiniza-
dos, se puede proceder aplicando las técnicas descritas para los
escleritos. Las de antenas, no se deben calentar en ninguna
solucion alcalina, puesto que pudieran perder las lamelas antenales
que, en algunas ocasiones, son importantes desde el punto de vista
taxonomico. Se limpiaran, si es necesario, con alcohol etilico de
30°. El mismo procedimiento para las preparaciones de alas. Estas
no necesitan tincion. Las preparaciones de escamas es preferible
realizarlas en seco. Para montarlas, basta colocar el cubre encima
del porta y barnizar los bordes con balsamo de Canada, para
sellarlos. Si las estructuras son de mucho grosor, es necesario
montar en célula seca, para lo cual se procede de la siguiente
manera: se bafia una junta torica de P.V.C. transparente de 15 mm
de diametro en una solucion de balsamo de Canada al 50% en
xileno y se deja secar. Se coloca en el centro del porta, se calienta
ligeramente y se deja secar, de esta manera la junta torica quedara
pegada. Se colocan dentro las partes a examinar. Se cierra
colocando un cubre redondo de 15 mm. Se sellara calentandolo
nuevamente, con lo cual el cubre quedara pegado a la junta (fig.
3). Para hacer preparaciones de grosor medio se pueden usar
portas excavados. Con respecto a preparaciones de tégulas, palpos
labiales, hipofaringes, 6rganos timpanicos, 6rganos de Julien, etc.,
se aplicaran las técnicas descritas para las capsulas cefalicas, si
estan muy quitinizados. Si no fuese asi, se aplicaran las mismas
técnicas de tincion descritas para los escleritos abdominales.

V. Decoloracion de estructuras

Un caso bastante frecuente es querer aclarar los tegumentos, para
lo cual se utilizara la solucion de maceracion A y la decolorante
A. Si de este modo, no se consigue hacerles todo lo transparentes
que se desea, usar la solucién de maceracion B, donde se dejan
varias horas o varios dias, dependiendo del tamafio. Pasado el
tiempo, se lavan con agua y se introducen en un tubo con acido
acético al 30%. Cuando cesa el desprendimiento de burbujas, se
sumergen en el mismo 4cido pero puro, durante unos minutos, y
se lavan con agua bicarbonatada. Las soluciones aclarantes que
usamos, son dos, una de accion suave que es la siguiente:

SOLUCION ACLARANTE A

Acido fénico .......... ... ... ... .. ... ..., 10 gr
Acido lactico ............ ... ... .. ... ... 10 gr
Glicerina bidestilada 30° .................... 20 ml
Aguadesionizada ........... ... ... ... ..., 10 ml
La segunda de accion mas enérgica:

SOLUCION ACLARANTE B

Hidratodecloral . ............ ... ... ... .... 66 gr
Acido fénico .......... ... .. .. ... ... 33 gr
Aguadesionizada ............... ... ....... 100 ml

Como aclarantes todavia mas potentes, se pueden usar el peroxido
de hidrégeno de 110 volimenes y el hipoclorito sédico, variando
su concentracion, rebajandolos con agua (anexo VIII). Si se
quieren utilizar éstos, es necesario protegerse adecuadamente,
puesto que provocan graves y dolorosas quemaduras en la piel
(anexo IV, campos F y G).
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VI. Comentarios sobre los medios y métodos
de inclusion, deshidratacién y tincién

Es necesario insistir, como ya se ha comentado a lo largo del
trabajo, que no todas las sustancias empleadas para teiir las
estructuras son compatibles con todos los medios de inclusion.
Con los que necesitan deshidratacion de los tejidos, por ejemplo:
balsamo de Canadd, de cedro, hirax, Eukitt, Entellan, parafina,
Dpx, etc. los tejidos han de sobrecolorarse, puesto que perderan
parte se su tonalidad en el proceso. Como es sabido, para deshi-
dratar, es necesario pasar por diferentes alcoholes hasta llegar al
xileno y posterior bafio en esencia (clavo o Eugenol, eucaliptol,
geraniol, etc.; véase diagrama de procesos, fig. 4). Estos pasos de
deben realizar con rapidez hasta llegar al xileno al 50% en etanol,
que es cuando los tejidos pierden mas color. Sin embargo, una vez
superado este paso, se deben dejar reposar los exoesqueletos,
ralentizando ostensiblemente el proceso. Si no se hace de esta
manera las preparaciones pueden velarse, saliendo manchas
turbias. También es posible deshidratar por calentamiento y
secado, en cuyo caso la tonalidad no se pierde, pero el tipo de
estructuras que aqui se estudian se deforman y encogen, por lo
cual no es muy recomendable. Si se deshidratan preparaciones
tefiidas con Vigencial es preciso hacer el proceso mas lentamente,
en caso contrario podrian desteflirse en el medio de inclusion. La
manipulacion de escleritos y de pieles larvales, a la hora de
colocarlas en el porta, es relativamente lenta y requiere un medio
de montaje que no se seque rapidamente (véase anexo comparati-
vo V). Entellan es muy transparente y aunque, con cierta practica,
se puede conseguir incluir los tejidos sin provocar ni una sola
burbuja, con el paso del tiempo las burbujas microscopicas se
agrandan, haciéndose visibles. Los portas se limpian con extrema
facilidad. Eukitt es casi transparente, se limpia peor y se ha
observado que preparaciones con mas de 5 afios se agrietan
ostensiblemente. Hoyer contiene hidrato de cloral y las preparacio-
nes se aclaran con el tiempo. El balsamo de Canad4, medio de
inclusion clasico muy antiguo, con cierta transparencia y que
amarillea con el tiempo, para estructuras finas o de mediano
grosor es muy adecuado. Permite un periodo de manipulacién muy
largo y desaloja las burbujas. El amarilleamiento no es problema
a la hora de fotografiar las preparaciones, existen en el mercado
filtros correctores para los oculares y los objetivos, tanto para el
microscopio (o para la lupa estereoscopica) como para la camara.
Los medios de montaje que requieren incluir las estructuras con
alcohol, tienen cierta limitacion en lo referente a tincién y los
problemas de evaporacion resefiados en MAGRO & DE LA TORRE,
2002: 191-192 (véanse tablas comparativas V, VI y VII en ese
trabajo). Euparal, resulta muy util para estructuras que no se
pueden deshidratar en xileno y/o aquellas en la que la observacion
microscopica precisa de grandes aumentos, dado su bajo indice de
refraccion. Para montar en célula de Legendre (fig. 3) no es muy
recomendable. Su color es amarillento y se limpia bien, no
desaloja las burbujas. El DMHF, no necesita que las estructuras se
deshidraten. Pudiera parecer que presenta grandes ventajas, pero
también presenta bastantes inconvenientes. Hay que emplear
sustancias cromdgenas que no sean hidrosolubles. Se puede tefiir
con soluciones liposolubles pero éstas son dificiles de eliminar de
los tejidos, con la consecuente dificultad a la hora de incluirlas en
un medio hidrosoluble. Montar con DMHF escleritos y exoesque-
letos larvales que, requieren un largo tiempo de manipulacién y
operaciones relativas a su correcta ubicacion en el porta, es una
tarea ardua y dificil. El DMHEF se seca en superficie con extrema
rapidez a 18° C. Si ademads, la temperatura es superada por el
ambiente o por el calor que genera la pletina de la lupa, se crea
una pelicula que a su vez genera gran cantidad de burbujas al
colocar el cubre, imposibles o muy dificiles de quitar. El medio no
las expulsa. Muchas de las preparaciones quedan pues inservibles
si se desean utilizar para la fotografia. Es totalmente transparente
y se limpia con facilidad (véase anexo Vy VI).



Retoques y tincion puntual:

Se pueden realizar pequefios retoques de coloracion realizando un
tefiido puntual, en una o varias zonas concretas para resaltarlas.
Basta colorear manualmente con un pincel del nimero 00000, con
verde o azul, la parte que se desee teiiir y fijar. Esta operacion, se
debe hacer una vez acabada la tincion general y tras el aclarado de
la estructura (lam 1, fig. 21). Otra técnica consiste en pintar las
zonas que se desean contrastar, con la solucion curtiente A. Se
debe de partir de estructuras limpias y que no hayan sido tefiidas.
Dejar secar y hacer un tefiido general, por ejemplo, con indigo. En
aquellos lugares en que se aplicé el curtiente la tonalidad resultara
ligeramente mas fuerte que en el resto y ademas, se decoloraran
peor.

Conclusiones

Es bastante frecuente que los entomologos utilicen un tnico
método de tincion para todo tipo de preparaciones. A nuestro
juicio, es mas logico emplear el método de tincion mas adecuado
al tipo de estructuras a las que se han de aplicar (véase anexo VII).
Si las estructuras se quieren fotografiar, las impresiones se
deberian realizar antes del montaje en el medio de inclusion.
Proceder de esta manera reporta grandes ventajas. Las fotografias
obtenidas tendran mas luminosidad, al no tener la necesidad de
tomar en cuenta la pérdida de contraste provocada por el color del
medio de inclusion, ni su indice de refraccion. Por otra parte, las
preparaciones resultaran mucho mas contrastadas antes de
proceder a la deshidratacion que, como ya se ha comentado,
pierden cierta pigmentacion en los sucesivos pasos por alcoholes.
También puede suceder que, tras la colocacion del cubre, las
estructuras se aplasten provocando deformaciones que, en
ocasiones, pueden confundirse con caracteres con valor taxonomi-
co, ocasionando no pocos quebraderos de cabeza, a la hora de
determinar las especies.

En lo referente a medios de inclusion, mucho se ha hablado
de las excelencias del DMHEF, al ser un medio soluble en agua que
no necesita que las estructuras se deshidraten. Como ya se ha
comentado, y no queriendo pecar de insistencia, si no dejar clara
constancia del hecho, colocar preparaciones de estructuras
grandes, que requieren lentas manipulaciones, con respecto a la

ubicacion de las mismas en el porta y, ademas, no crear burbujas,
es bastante dificil. Respecto al Euparal, tampoco parece darse
demasiada importancia, al hecho de que se evapore y haya que
rellenar las preparaciones mas gruesas constantemente. Estas
manipulaciones, cuando se han de mantener miles de preparacio-
nes, resultan altamente tediosas (y desde el punto de vista
econdmico, costosas), a la par que no vale la pena mantener los
portas totalmente limpios, dado que cada vez que se rellenan, se
vuelven a manchar. También es muy facil ensuciar las etiquetas,
con la consecuencia, de que es posible perder los datos escritos en
las mismas. No digamos, si estas manipulaciones se tienen que
realizar con los portas que posea una institucion cientifica, donde
se almacenen decenas de miles de preparaciones. En lo referente
a Eukkit, se ha constatado, que una vez transcurridos varios afios
después del montaje, se suele agrietar comenzando por los bordes.
Otros medios como por ejemplo: hirax, resina sammar, colofonia,
liquido de Faure, liquido de Hoyer y solucion Berlese, tienen
innumerables desventajas y han sido superados por otros mas
modernos, por lo que, a la luz de los resultados de nuestras
investigaciones, no recomendamos su uso (véase anexos compara-
tivos V'y VI). A la hora de elegir un medio de montaje, habria que
delimitar claramente cual va a ser el uso futuro de las preparacio-
nes. Si se van ha observar muy pocas veces y su uso no va a ser
intensivo, creemos, que el mejor método es el almacenaje en tubos
con solucion de glicerina (véase MAGRO & DE LA TORRE, 2002:
187). A lo sumo, la inclusion en el medio rapido Entellan. Si el
uso va a ser intensivo y las preparaciones no muy gruesas,
balsamo de Canada en porta y cubre. Si las preparaciones son
gruesas y de rapida colocacion, DMHF, asumiendo las limitacio-
nes en lo referente a las técnicas de tincion y las burbujas. Para
finalizar, si las estructuras sélo se pueden deshidratar con alcohol
isopropilico, como por ejemplo, la evaginacion de una vesica o
una bursa expandida, hay que usar Euparal.

Las técnicas para la preparacion y montaje de dermotaxias
son relativamente sencillas. Basta hacer acopio de los utensilios y
las soluciones curtientes, de tincidn, decoloracion, aclarantes e
inclusion expuestas y armarse de una buena dosis de paciencia
(véase diagrama de procesos, fig. 4).

El resumen de las técnicas tratadas en este trabajo se
presenta en el anexo IX.
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ANEXOS

Anexo |. Resumen de las soluciones de maceracion y oxidantes

Solucion Componente 1 Componente 2 Base
A Hidroxido potasico, 10 gr - Agua desionizada, 100 ml
B Hidréxido potasico, 5 gr - Agua desionizada, 100 ml
C Permanganato potasico, 10 gr Alumbre de roca, 10 gr ~ Agua desionizada, 80 ml
D Hidréxido potasico, 1 gr - Agua desionizada, 100 ml
Anexo ll. Resumen de las soluciones de limpieza y curtientes
Solucion Componente Base
Limpieza A Acido acético, 35 ml Agua desionizada, 65 ml
Curtiente A Alumbre de roca, 10 gr Agua desionizada, 100 ml
Anexo lll. Resumen de las soluciones colorantes
S. Cromégeno1 Cromoégeno2 Componente 1 Base
A Fuscina basica, 5 gr - - Etanol, 100 ml
A1 Hematoxilina, 10 gr - - Etanol, 100 ml
B Azul de metileno, 5gr - - Agua desionizada, 100 ml
B1  Azul de Toluidina, 5 gr - - Agua desionizada, 100 ml
C indigo, 10 ml Bisulfito de sosa, 5 gr Etanol (gotas) Agua desionizada, 80 ml
D Verde He, 10 gr Azul de metileno, 10 gr Fenol, 2 gr Agua desionizada, 100 ml
E Negro de clorazol, 0,1 gr - - Agua desionizada, 100 ml
F Violeta de genciana, 5 gr  Azul de metileno, 1 gr Etanol, 10 ml Agua desionizada, 90 ml
F1 Vigencial, 100 ml Azul de metileno, 1 gr - -
F2  Vigencial - - Segun solucion comercial.
G Orceina acética B - - Segun solucién comercial.

Anexo IV. Resumen de las soluciones decolorantes

Solucion Componente 1

A Acido oxalico, 10 gr

A1 Bisulfito sédico, 10 gr

B Acido acético, 25 ml

c Acido acético, 2 ml

D Hidrato de cloral, 10 gr

E Hipoclorito sédico, 6 ml

F Peroxido de hidrégeno, 110 Vol.
G Hipoclorito sédico, 80 ml

Componente 2 Base
- Agua desionizada, 100 ml
- Agua desionizada, 100 ml
Etanol, 25 ml Agua desionizada, 50 ml
Etanol, 78 ml Agua desionizada, 20 ml
- Agua desionizada, 100 ml
- Agua desionizada, 94 ml

- Agua desionizada, 20 ml
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Anexo V. Datos comparativos de los medios de inclusion resefiados en este trabajo. (*) Medios de inclusién no recomendables.

!VIedio_t!e el Disolucién Deshidratacion  Transparencia Color Generaci.() n Limpieza
inclusion secado de burbujas
DMHF Muy rapido Agua No precisa Alta Incoloro Si, muy facil Facil
Canada Muy lento Xileno Precisa Media Ambar Las desaloja Engorrosa
Cedro* Muy lento Xileno Precisa Media Poco amarillo Si, dificil Engorrosa
Sammar* Rapido Xileno Precisa Media Amarillento Si, facil Engorrosa
Colofonia* Rapido Xileno Precisa Baja Ambar oscuro Si, facil Muy engorrosa
Hirax* Rapido Xileno Precisa Media Muy amarilla Si, facil Muy engorrosa
Eukitt Lento Xileno Precisa Media-alta Incoloro Si, facil Engorrosa
Entellan Rapido Xileno Precisa Muy alta Incoloro Si, facil Muy facil
Euparal - Alcohol Isopropilico Media Ambar claro Si, dificil Engorrosa
DPX Lento Xileno Precisa Media Amarillento Si Engorrosa
Faure* No seca Glicerina Lactofenol Media Amarillento Si, dificil Facil
Hoyer* No seca Glicerina Lactofenol Media Amarillento Si, dificil Facil
Berlese* - Acido acético Precisa Media Amarillento Si Engorrosa
Anexo VI. Compatibilidades entre técnicas de tincion y medios de inclusién
Solucion
Medio A A1 B B1 Cc D E F F1
DMHF Si No No No No No Si No No
Canada Si Si Si Si Si Si Si Si Si
Cedro Si Si Si Si Si Si Si Si Si
Sammar Si Si Si Si Si Si Si Si Si
Colofonia Si Si Si Si Si Si Si Si Si
Hirax Si Si Si Si Si Si Si Si Si
Eukitt Si Si Si Si Si Si Si Si Si
Entellan Si Si Si Si Si Si Si Si Si
Euparal No No Si No No No Si No No
DPX Si Si Si Si Si Si Si Si Si
Faure Si No No No No No Si No No
Hoyer No No No No No No No No No
Berlése Si No No No No No Si No No
Anexo VII. Tincion y partes anatomicas
Deshidratacion Sin deshi-
Estructura . - o e
En xileno Alcohol isopropilico dratacion

Capsula cefalica muy quitinizada

D G mercuresceina Rebajado Orceina B G B G orceinaB E

Capsula cefalica poco quitinizada D G mercuresceina OrceinaB G B G orceinaB E

Esclerito muy quitinizado AOB OrceinaBG B G orceinaB EGAQOE
Esclerito poco quitinizado F G mercuresceina OrceinaB O B G orceinaB EGAGE
Larva muy quitinizada D O mercuresceina OrceinaBG B G orceinaB EGAQOE
Larva poco quitinizada AaBaGCcC OrceinaBO B G orceinaB EGAGE

Patas, tégulas, palpos y otros 6rganos muy quitinizados D G mercuresceina Rebajado OrceinaB G B G orceinaB E
y otros érganos poco quitinizados F O mercuresceina OrceinaBG B G orceinaB EGAQOE
Organos timpanicos, Julien, etc D O mercuresceina OrceinaB G B G orceinaB E

Patas, tégulas, palpos

Solucion
Aclarante A
Aclarante B

Anexo VIIl. Resumen de las soluciones aclarantes

Componente 1 Componente 2 Componente 3
Acido fénico, 10 gr Acido lactico, 10 gr  Glicerina 30°, 20 ml
Hidrato de cloral, 66 gr Acido fénico, 33 ar -

Base

Agua desionizada, 10 ml
Agua desionizada, 100 ml
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Anexo IX. Resumen las técnicas desarrolladas en este trabajo

TRATAMIENTOS

Estructura
Tratamientos alcalinos
Piel larval grande o gruesa

Piel larval pequefia o fina

Diagrama de procesos simplificado

KOH, 15%, 80C°, 2 min. = Agitado 20 veces ™ Gotas alcohol isopropilico ™ Lavado * Agitado
20 veces " Lavado * Agitado 5 veces ™ Lavado

KOH, 5%, 80C°,2 min. ® Agitado 10 veces * Gotas alcohol isopropilico ™ Lavado = Agitado
5 veces " Lavado

Piel larval muy quitinizada

Escleritos abdominales grandes de
machos 0 muy gruesos

Escleritos abdominales pequefios o
de hembras o mas finos

Solucién A, 1 dia * = Agitado * Lavado solucion decolorante A = Lavado = KOH 30%*
" Lavado = Acido citrico 30% = Lavado

KOH,5%, 80C,10 min. ™ Ablacién armadura * Corte longitudinal * KOH,5%,80C°* = Agitado
20 veces = Gotas alcohol isopropilico = Lavado = Agitado 10 veces = Lavado = Agitado 5
veces " Lavado

KOH,5%,80C,10 min. = Ablacién armadura = Corte longitudinal = KOH,5%,80C°* =
Agitado 10 veces = Gotas alcohol isopropilico = Lavado = Agitado 5 veces = Lavado

Escleritos abdominales con corema-
ta o mas delicados

Escleritos abdominales muy peque-
fos y delicados

Tratamientos aclarantes

Todo tipo, de accion muy suave

KOH,5%,80C,8 min. = Ablacién armadura = Corte longitudinal = KOH,5%,80C°* = Agitado
5 veces ™ Gotas alcohol isopropilico ® Lavado “ Agitado 2 veces * Lavado

KOH,2%,80C,2 min. = Ablacion armadura = Agitado 5 veces = Gotas alcohol isopropilico
= Aspiracion contenido intestinal = Agitado 2 veces = Lavado

Solucién de maceracion A* = Solucién decolorante A* = Lavado

Todo tipo, de accién suave
Todo tipo, de accién media

Solucién de maceracion A* = Lavado

Solucion de maceracion A* = Solucién decolorante A* = Solucion de maceraciéon B* =
Lavado = Acido acético 30% ™~ Acido acético puro = Lavado en sulfito o bisulfito sédico al
10% en agua " Lavado

Todo tipo, de accidn fuerte

Solucién de maceracion B* = Lavado

Todo tipo, de acciéon muy fuerte (de-
pendiendo disolucion en agua)

Tratamientos curtientes
Todo tipo, de estructuras

12 Peréxido de hidrégeno 110 Vol.* = Lavado

22 Hipoclorito sédico rebajado* * Lavado

Solucién curtiente A* = Lavado

* Tiempo que se estime necesario segun estructura y cometido.

TRATAMIENTOS

Estructura
Tinciones generales
Piel larval poco quitinizada

Diagrama de procesos simplificado

12 Solucién colorante A, 18°C, 4 min. = Solucion colorante B, 18°C, 6 min. = Limpieza
Solucién decolorante B*! = Deshidratado

28 Solucién colorante C, 80°C, 5 min. = Solucion curtiente A (solo pasar ) = Limpieza
Solucién decolorante B*! = Deshidratado

Piel larval muy quitinizada

Solucién colorante D, 18°C, 4 min. = Mercuresceina sodica, 18°C, 1 min. = Lavado

Solucién decolorante C*' = Lavado ™ Deshidratado

Piel larval para incluir en medios
alcoholicos

Solucién Orceina B, 18°C, 2 min. = Lavado * Solucién colorante B, 18°C, 4 min. ® Solucién
decolorante A*' = Alcohol isopropilico

Piel larval para incluir en medios
hidrosolubles

Solucién colorante E, 18°C, 1 min. = Lavado Solucion colorante A, 18°C, 2 min. = Solucién
de limpieza A*' = Solucién decolorante D*! = Secado = Hidratado

Capsulas cefalicas grandes

Solucion colorante E, 18°C, 1 min. = Lavado = Solucién colorante A, 18°C, 2 min.
Solucion de limpieza A*' = Solucién decolorante D*!' = Lavado

Capsulas cefalicas pequefias Solucién colorante A, 18°C, 4 min. = Solucién colorante B, 18°C, 6 min. = Limpieza *
Solucién decolorante B*! = Deshidratado

Escleritos abdominales poco quitini-  Solucién colorante A, 18°C, 4 min. ™ Solucién colorante B, 18°C, 6 min. = Limpieza ~

zados Solucién decolorante C*' = Deshidratado

Escleritos abdominales muy quitini-  Solucién colorante F, 18°C, 2 min. = Lavado ™ Solucion decolorante E*! = Lavado =

zados Mercuresceina sédica, 18°C, 1 min. = Lavado = Deshidratado

Escleritos abdominales para incluir
en medios alcohdlicos

Solucion Orceina B, 18°C, 1 min. = Lavado ~ Solucién colorante B, 18°C, 2 min. = Solucién
decolorante A*' = Alcohol isopropilico

Escleritos abdominales para incluir
en medios hidrosolubles

Tincién puntual
Todo tipo de estructuras

Deshidratacion
Todo tipo de estructuras

Solucién colorante E, 18°C, 1 min. = Lavado = Solucién colorante A, 18°C, 2 min.
Solucién de limpieza A*' = Solucion decolorante D*! = Secado ™ Hidratado

Tincién o doble tincién = Lavado ™ Tincion puntual con verde He o azul de metileno *

Deshidratado

Etanol 50°, 30 segundos = Alcohol 70° 1 min. = Etanol puro, 2 min. = Xileno 50% en Etanol,
15 min. = Xileno, 30 min. = Esencia, 1 hora

* Tiempo que se estime necesario segun estructura y cometido. " Proceso a requerimiento u optativo.
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