Métodos de recoleccién y técnicas de identificacion
de Nemertinos marinos bentonicos

INTRODUCCION

El phylum Nemertea esta constituido
por vermes acelomados que tienen tubo
digestivo completo, sisiema circulatorio
cerrado y una probosecis que se ubica dor-
salmente en relacién con el tubo digesti-
vo, en una cavidad que se denomina rin-
cocele.

Los nemertinos miden entre 0,5 mm. y
20 m. de largo y entre 0,5 mm y 1 cm. de
ancho, Tienen colores variados: algunos
son blancos y transparentes, otros son de
colores anaranjados o amarillo, café o ne-
gro. Pueden presentar también manchas,
franjas o bandas coloreadas.

En su gran mayoria son nrarinos. Se
pueden encontrar desde el litoral hasta
1.500 m. de profundidad. Son de hahitos
bentonicos o pelagicos. El grupo esta es-
flasamente representado en tierra y agus

ulee,

Gran cantidad de las especies de]l phy-
lum han sido deséritas icon ejemplares
fijados. Su identificacién, a nivel de espe-
cie, se basa esencialmente en diferencias
de la anatomia interna, por lo cual es ne-
cesario hacer cortes histologicos de los
ejemplares; pero para un juicio de tipo
sistemético definitivo es también indis-
pensable hacer una descripcion detallada
de los caracteres morfolégicos externos.

Los nemertinos tienen cuerpo blando
con una fuerte pared muscular. Al ser fi-
jados pueden sufrir contraceiones violen-
tas gue alteren caracteres morfologicos im-
portan‘es, Para observar en forma satis-
factoria tanto la morfologia externa co-
mo interna del grupo deben usarse técni-
cas apropiadas que permitan realizar una
buena receclecta, narcosis, fijacion e in-
clusién de loz ejemplares. Este trabajo es
una seleccion de técnicas convencionales
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probadas por el autor y que han t_iadu re-
sultados satisfactorios en el estudio de es-
te grupo.

METODOS DE RECOLECCION

Los métodos para recolectar nemertinos
varian segun el sustrato en el que se tra-
baja.

En arena:

Se coloca la muestra de arena en una
paila y se agrega agua de mar en una
proporeién de tres a uno moviendo vigo-
rosamente. Una vez que la arena sedimen-
ta, se filtra el agua que contiene los ani-
males por una red de plancton de tipo
manual. El contenido de la red se deposi-
ta en una placa Petri. Este procedimien-
to debe repetirse varias veces con cada
muestra. El agua de mar puede ser re-
emplazada por una solucion de cloruro de
magnesio en agua potable al 7%..

En rocas:

Se colocan los trozos de rocas en bolsas
plasticas con agua, Una vez en e] labora-
torio las rocas se rompen en trozos mas
pequeios, separando con especial cuidado
los gusanos para no romperlos.

En bancos de choritos
(Perumytilus purpuratus) :

Los choritos se separan de la roca, o de
otros choritos, con espatula y se revisa la
superficie de los animales y de las rocas
en las que ellos estaban. Al realizar esta
operacion, es frecuente encontrar juntos
nemertinos y poliquetos, si son muy pe-
quefios pueden confundirse a simple vis-
ta.

(*) Laboratorio de Zoologia. Instituto de Cien-
cias Biologicas. Universidad Catélica de
Chile. Casilla 114-D. Santiago, Chile.
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En algas:

Se colocan en un recipiente de vidrio
dos tercios de algas y un tercio de agua
de mar. Se mantiene la mayor parte de
la muestra a la sombra o en la oscuridad
dejando s6lo un rincén de ella iluminada
con luz natural o artificial. Asi disminu-
ye, o se detiene, la asimilacion clorofilica
en las plantas, baja la concentraciéon de
oxigeno y aumenta la de] diéxido de car-
bono contenido en el agua. Los nemerti-
nos son habitualmente fototacticos nega-
tivos v geotacticos positivos en condicio-
nes normales, pero en las condiciones aqui
descritas migran haeia la superficie ilu-
minada. Este fenomeno es lo que Kirs-
TEUER (1967) llama trampa fisiologica.

En roquerios de piedras relativamente
pequenas:

Se levantan las piedras, se dan vuelta
con rapidez con el objeto de observar la
arena en que se apoyan, ya que los ne-
mertinos se entierran velozmente, luego
?ie observa la superficie inferior de la pie-

ra.

CONSERVACION DEL MATERIAL VIVO

Para mantener vivos los animales en
el lahoratorio, s2 pueden colocar en acua-
rios con aireacion. Algunas especies pue-
den vivir varios dias en pailas con agna
de mar, incluso sin aireacién, si se cam-
bia diariamente el agua v se mantiene a
una temperatura no superior a 10*-12¢ C,
im ejemplo de esto es Lineus atroceeru-
eus,

Hay otras especies, mis frigiles, como
Lineus rvber que se fragmentan en con-
diciones adversas, Los animales muv ma-
duros, cuyas génadas estin llenas de es-
permios o huevos, suelen reventarse fa-
cilmente en acuarios.

NARCOSIS

Para fijar los animales en estado de re-
lajacién museular y evitar contracciones
violentas al matarlos es conveniente anes-
tesiarlos antes de su fijacién.

Alrunos anestésicos que se usan son:
Snlfa‘o de manganeso monohidratado S04
Mn. H.0O.
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Se utiliza en solucion al 2% én agua de %

mar del lugar, filtrada en proporcion de
un individuo por cada 50 ml. en capsula
de Petri. E]l método tiene la ventaja de
producir una anestesia rapida, pero si se
mantienen los ejemplares mas de una ho-
ra en esta solucion se presentan ulceras
y autotomia. (MORETTO 1966).

I.os mejores resultados =e obtuvieron
con cloruro de magnesio cristalino MgCl.,
6H.0 al 7% solucion en agua potable.

Se usa 50 ml. por cada cuatro o cinco
ejemplares de tres em. Los animales e
anestesian aproximadamente a las dos ho-
ras, Si se desea medir u observar la mor-
fologia externa, este tiempo de narcosis
es suficiente. Para evitar contracciones
violentas en una posterior fijaciéon es ne-
cesario mantenerlos de doce a wveinticua-
tro horas, segtn sea el tamaiio, en el clo-
ruro de magnesio al 7% en agua potable.
Loz nemertinos que permanecieron veinti-
cuatro horas en este 2nestésico una vez
devueltos al agua de mar abandonaron el
estado de relajacion.

FIJACION

El animal que va a ser ingresado a al-
guna coleccién o se va a someter a cortes
histologicos debe ser anestesiado antes de
la fijacion.

Algunos de los fijadores probados fue-
ron los siguientes:

Fluido de BoUIN:

75 partes de acido pierico en solucion
acuosa,

25 partes de formalina, y

5 partes de acido acético glaeial.

El tiempo de fijacién depende del ta-
maifio del nemertino y varia entre cinco
v veinticuatro horas, Después de fijados
se preservan en aleohol de 707, el que de-
b2 renovarse hasta que el color amarillo
del Acido pierico se pierda. No se obfuvo
huenes reszultados con este fijador morque
los tejidos se endurecian mucho,

En fijador de KARNowWSKY modificado
para incluir en epon blando:

Esta constituido por:
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Fig. 1: Modelo de nemertino en el que se han dibujado algunos caracteres externos que es
conveniente observar,

Fig. 2: Diseccion de la armadura de la proboscis.

Fig. 3: Base y estilete de un nemertino armado.



Paraformaldehido al 4%.
Glutaldehido al 3%.

Buffer: Fosfato pH 7.4 0,1 m o Caco-
drilato 0,1 m.

Se uso especialmente para incluir los ne-
mertinos en epon blando, adaptado para
microscopia o6ptica. (PUSCHEL et al
1973). Se obtuvo una fijacion de los te-
Jidos satisfactoria.

En formalina MERCK pro-analisis so-
lucién al 9% en agua de mar:

Con la formalina pro-anilisis se obtuvo
excelentes resultados. No es recomenda-
ble el uso de formalina comercial porque
provoca destruccion de tejidos.

En alcohol de 70¢9:

~ Este fijador es recomendable usarlo
‘eon animales que van a =er diafanizados.

ANALISIS MORFOLOGICOS

Observacion de la morfologia externa:

Es preferible hacer la descripeion de
la morfologia externa en animales vivos,
debiéndose tomar en cuenta los siguien-
tes caracteres (Fig. 1):

Largo y forma del cuerpo; debe hacer-
gse una descripcion detallada de colores,
manchas, bandas u otras mareas; estable-
cer si hay separacién clara entre cabeza
¥y cuerpo o no. En la cabeza hay que dis-
tinguir la presencia o ausencia de ocelos,
la cantidad y ubicacion de ellos; la pre-
sencia de cisuras o surcos, teniendo pre-
sente que los primeros son laterales y
profundos y que log surces son transver-
sales ¥ menos marcados.

En el extremo terminal debe observar-
se sl hay eirro caudal.

En animales de colores elaros, se pue-
den observar por transparencia, algunos
organos infernos como el cerebro, probos-
cig, gonadas, intestinos, vasos, ete.

Observacién de la morfologia interna:
Se realiza en cortes histologicos seria-

dos de los animales o en ejemplares dia-
fanizados “in toto”.
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Técnicas de inclusién:
Inclusion en gelatina MERCK.

Se pasa el fijador a un lavado de dos
horas en agua corriente; enseguida se en-
juaga dos veces con agua destilada:; se
pasa a gelatina al 10% en agua destilada
a 37°C durante 24 horas; se pone en ge-
latina al 20% a 387°C durante 24 }}oras:
luego se coloca dos horas en refrigera-
dor. Una vez endurecido el bloque se
guarda en formalina al 9% durante dos
dias. Se hacen cortes de 20 a 25 u de
grosor en micrétomo de congelacién, se
monta y-se tine.

Inclusién en parafina sélida de inclu-
sién, P. 52 - 58C,

Qe hicieron cortesstransversales y lon-
gitudinales de 7 u de grosor. Se tiné con
Hematoxilina-Eosina o con Azan.

Tnel=ién en gpon llando modificado
para microscopia oOptica (PUSCHEL et al
1973).

Se hicieron cortes de 4 u y se tifieron
con Azal de Toluidina o con método de
impregnacién con plata de BIELCHOWSKY,
CAJAL. .

Técnica de diafanizaciéon “in toto”, Es
recomendable usarla con animales de co-
lores claros y poco fligmentados, pues
permite una observacion general de la
morfologia interna pero no en detalle co-
mo en los cortes histologicos.

Se fija el ejemplar entero en aleohol
de T0° y se deshidrata sucesivamente en
alcohol de 70° por 15 minutos, en aleohol
de 80° por 15 minutos, en alcohol de 95°
por treinta minutos, en alcohol de 100
por treinta minutos, en alcohol de 100¢ TIT
por 15 minutos y en alcohol de 100° 11T
por 15 minutos. Después se coloca en
Aceite de Cedro I y en Aceite de Cedro
II hasta que aclare, lo que puede demo-
rar varios dias.

Observacién de la armadura de la pro-
boseis :

Los nemertinos pueden pertenecer a 1a
clase Anopla o Enopla. Una de las carac-
teristicas relevante de los nemertinos que



pertenecen a la clase Enopla, reside en
‘que tienen una proboseis con armadura
formada por una base, un estilete cen-
tral y dos o méas bolsas de estiletes acce-
sorios. Si se disecan animales fijados es
dificil ubicar los estiletes, debido a que
se endurece la proboscis. También es di-
ficil, reconstruir por observacién de cor-
tes histolégicos la forma y el largo de la
base y los estiletes.

La proboscis es larga y delgada, de co-
lor blanco o rosado y estad formada por
tres cAmaras: una anterior que constitu-
ye la mayor parte de la trompa; la parte
media que es la més corta y semeja un
bulbo, en ella se encuentra el aparato es-
tilifero, y la camara posterior que es fi-
na y delgada.

La armadura de los nemertinos Enopla
puede observarse, usando algunas de las
siguientes técnicas:

1. Se coloca una o dos gotas de agua
de mar en un portachjeto y encima el ne-
mertino tapado por un cubreobjeto, que
se sujeta con cera en sus angulos para
no aplastar el animal, En el momento de
realizar la observacién en el microscopio
esterecscopico, por transparencia, se qui-
ta la cera y re comprime el ejemplar, Si
el nemertino no ha estado largo tiempo
comprimido puede devolverse al agua de
mar.

2. Se separa de la muestra el ejemplar
que se va a chservar y se le afaden al
arua de mar algiunas ootas de aleohol de
70¢ para aue el animal evierta la probos-
eis. Se okscrva la armadura por transpa-
rencia en el microscopio estereoscépico.

3. Diseccion de la armadura. Se coloca
el nemertino, en lo posible anestesiado,
en un portaobjeto con algunas gotas de
agua de mar o cloruro de magnesio, Se
hace una incizién con pinzas y agujas fi-
nas en la parte dorsal plano medio sagi-
tal, a nivel del tercio anterior. Se intro-
duce la aguja y se levanta con ella la
proboscis que semeja un hilo, se tira sua-
vemente y se saca, separando la parte
media de la proboscis, disecando, la base
y los estiletes, L.a medicién de esta es-
estructura se hace en el microcospio sin
cubreohjeto. (Fig. 2 v 3).

Esta tltima observacién de la armadu-
ra lleva méas tiempo, pero es la mas ade-
cuada, pues no se altera la forma ni el
tamano.
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