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TECNICAS DE COLORACION CON HALOGENOS PARA MOSTRAR DE-
TALLES CUTICULARES DE NEMATODOS [HALOGEN STAINING TECH-
NIQUES FOR DEMONSTRATING CUTICULAR DETAILS IN NEMATODES].
R. Rodriguez-Kébana, y Peggy S. King, Department of Botany and Microbiology,
Auburn University, Auburn, Alabama, E.E.U.U., 36830.

RESUMEN

Este trabajo presenta resultados de un estudio sobre la adaptacién de tec-
nicas de coloracién con haluros de plata para_ visualizar detalles cuticulares de nema-
todos con el microscopio de luz. Los nematodos utilizados en el estudio fueron
matados lentamente en una solucién diluida de formalina (0.01-0.10 % v/v).
Después de relajados los especimenes se fijaron con formalina (10% v/v) o para-
formaldehido, y se lavaron con agua demineralizada. En la técnica de iodizacidn,
los nematodos fijados se sumergieron en 1 ml de una solucidn de iodo 0.01 N en
un platlllo cbncavo de Syracusa de 2 cm de dfametro. La duracidn del periodo de
inmersién fué de 1 min para Hoplolaimus galeatus, 5 min para Belonolaimus gracilis,
Pelodera chitwoodi, y Tylenchorhynchus claytom y 10 min para Helicotylenchus
dihystera. Después de la iodizaci6n, los especimenes fueron transferidos a otro
platillo con agua demmerahzada y se lavaron por 2-30 seg. B. gracilis requmo
7-10 min de inmersién en agua para tener resultados satisfactorios. Después de
lavados, los nemétodos fueron sumergidos en 0.2 N NO3 Ag por 3- 4 min 'y despues
montados en agua para la observacién microsc6pica. Para la mayorla de los nemi-
todos la técnica de la iodizacidn permitié buena visualizacién de los campos
laterales, estrias y estructuras cefflicas. Sin embargo para H. galeatus el uso del
método de bromizaciébn fué superior a la técnica de iodizacién. El método de
bromizacién consisti6 en sumergir nematodos ﬁ]ados en una solucién de Br,-BrK
(1 ml Br, en 390 ml de 2 % (w/v) BrK) por 1 min, seguido de lavado en agua por
30 seg y tratamiento con 0.2 N NOz Ag por 3-4 min.

INTRODUCCION

La clasificacién taxondmica de nemitodos es dificil para el prmmplante
debido a las dificultades que presentan la observacion de caracteres morfoldgicos
esenciales para esta clasificacién. La observacién se complica cuando s8lo se dispone
de microscopios ordinarios que no poseen el poder resolutlvo necesario para deter-
minar detalles tan finos. En el pasado, ya se han sugendo técnicas de coloracién
para permitir un resalte de caracteres (3, 10). Asi tenemos que Bedding (2) nos
propuso el uso de soluciones acuosas de NO3Ag para estos fines. También, Cairns



NEMATROPICA Vol. 6, No. 1, 1976 35

(3) en su exhaustiva contribucién sobre métodos nematolbgicos hizo referencia
a otras técnicas similares. En este trabajo presentamos una descripcibn y resultados
obtenidos con dos métodos de tincién para resaltar detalles de la cuticula de nema-
todos. El primer método se basa en el uso de tintura de iodo y el segundo en un
reactivo a base de bromo. Ambos métodos utilizan la precipitacién con NO;Ag
de los haluros de plata correspondientes seguido de la liberacidén de Agy formacién
de sus éxidos negros.

MATERIALES Y METODOS

1. Coleccidn y preparacién de especimenes. Los nemitodos para estos estudios
fueron extraidos directamente de suelos infestados siguiendo una modificacién de
la técnica de flotacién y cernimiento (8, 9). Los especimenes obtenidos de esta
manera se transfirieron a un platillo plano de Syracusa (diam = 5 cm) que contenfa
10 ml de una solucién acuosa de formalina (0.01-1 % v/v). El propésito de esta
solucién fué el de obtener una muerte lenta de los animales sin convulsiones que
pudieran modificar su apariencia normal. Una vez muertos y relajados, los especi-
menes se pasaron directamente a otro platillo similar con 10 ml de una solucién
10% (v/v) de formalina o una de paraformaldehido (5) para efectuar la fijacién de
los tejidos. Este paso tomé generalmente como minimo unas 8-10 hras. Una vez
fijados los nemdtodos se lavaron en agua demineralizada tom4ndose unos 2-5 min
en este proceso y cuidando mantener el agua ligeramente agitada durante el lavado.

2. Halogenacién. El reactivo de iodo conistié en una solucién 0.01 N de iodo.
La solucién se prepard afiadiendo 1.25 g de I, a otra que contenfa 2.5 g de iK en
100 ml de agua demineralizada.

El reactivo de bromo se prepard disolviendo 7.80 g de BrK en 390 ml de agua
demineralizada a la que se afiadi6 1 ml de Br,,.

En los procesos de iodizacién o de bromizacién los especimenes fijados se
transfirieron a un platillo céncavo de Syracusa de 2 cm de diam que contenfa 1 ml
del reactivo correspondiente. La duracidn de la inmersion dependié de la especie
de nemétodo. Después de ser halogenados los nemétodos fueron lavados en agua
demineralizada por unos 2-30 seg usandose también un platillo cdncavo de Syra-
cusa con 1 ml de agua. Después de lavados los especfmenes fueron transferidos a
otro platillo con 1 ml de una solucibn 0.2 N de NO;Ag donde se mantuvieron
por 3-4 min. Los especimenes as{ tratados se consideraron listos para la observa-
cidn microscépica que se hizo de la manera convencional montindolos en una gota
de agua. Todas las observaciones se hicieron con un microscopio Bausch and Lomb
Modelo TBV-8. Las fotografias se tomaron con una camara Nikon de 35 mm
acoplada al microscopio y con una pelfcula Pan-X (ASA 32) de la Kodak Co.

RESULTADOS Y COMENTARIOS

Las técnicas descritas representan una adaptacién de los métodos utilizados
en histoquimica para mostrar la presencia de lfpidos no saturados (4, 7). La de
iodizacién es un procedimiento modificado del propuesto por Barrolier vy
Suchowsky (1) para la revelacién de enlaces dobles en esos lfpidos. El iodo de
acuerdo con esos autores debiera combinarse con esos enlaces y luego precipitarse
en presencia de Agt. Aunque no estamos de acuerdo con la explicaciébn de esos
autores, en nuestro caso si consideramos que el iodo se deposita en la cuticula
de los nemétodos, quizis por enlaces covalentes y que luego se libera y forma el
haluro de plata. Probablemente este fendmeno ocurre en los nemétodos debido
no solo a la presencia de lipidos no saturados sino también por la de carbohidratos,
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Figura 1. Efectos del método de iodizacién en el Helicotylenchus dihystera:
A. especimen entero (200 X); B. detalle de las regiones mediana y caudal (430 X);
C. vulva (930 X).
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Figura 2. Efectos del procedimiento de iodizacion en una larva del Helicotylenchus
dihystera en estado de muda: A. cuerpo entero (200 X); B. detalle de la regién
caudal (430 X).



Figura 2. Efectos del procedimiento de iodizacion en una larva del Helicotylenchus
dihystera en estado de muda: A. cuerpo entero (200 X); B. detalle de la region
caudal (430 X).
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Figura 3. Visualizacién del Hoplolaimus galeatus por medio del método de bromi-
zacién: A. regidn cefilica y corona (430 X); B. lineas y campos laterales (600 X);
C. fdsmido (600 X); D. regidn caudal (600 X).



Figura 3. Visualizacién del Hoplolaimus galeatus por medio del método de bromi-
zaciébn: A. region cefilica y corona (430 X); B. lineas y campos laterales (600 X);
C. fdsmido (600 X); D. region caudal (600 X).
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glucoproteinas y otros materiales con los cuales las soluciones también reaccionan.
Sea como fuese, los nemitodos adquieren rapidamente un color oscuro llegando a
ennegrecerse totalmente si se les deja por mucho tiempo. Los especimenes también
adquieren una cierta rigidez que a veces dificulta su traspaso al agua de lavado. La
duracidén Sptima del periodo de inmersidn en la solucién I-IK varia mucho entre
especies y es necesario determinarlo bajo observacién continua para cada especie.
El Cuadro 1 presenta el nimero de minutos que encontramos adecuado para las
especies con las que adquirimos mas experiencia.

El procedimiento de preparacién y fijacién de especimenes no tiene que ser
seguido inmediatamente de los otros pasos descritos. Siempre es conveniente para
fines didécticos, tener especimenes listos para la halogenacidn. En estos casos
recomendamos mantener los especimenes ya fijados en una solucién de 1-2% (v/v)
de formalina que se pueden lavar en el momento de uso antes de halogenarlos.
También si se desea guardar por unos dias los especimenes ya coloreados es posible
hacerlo si se les mantienen en la solucién de NO; Ag.

El procedimiento de iodizacién nos did buena diferenciacién de estriaciones,
y lineas laterales de la cuticula como demuestran las Figuras 1A y 1B para el
H. dihystera; también obtuvimos buena visualizacién de detalles de las regiones
caudales y las aledafias a la vulva de este nemitodo (Fig. 1C). Las Figuras 2A 'y
2B muestran el efecto del procedimiento en una forma larval del H. dihystera
dentro de una cuticula vieja de este nemétodo.

El proceso de iodizacién no did resultados muy satisfactorios con especies
del género Hoplolaimus. Sin embargo, cuando se reemplazb la inmersidn en la
tintura de iodo por una de 1 min en la solucién Br,-BrK obtuvimos excelentes
resultados. Las Figuras 3A-D presentan detalles de la cuticula del H. galeatus
obtenidas con el proceso de bromizacién. El procedimiento del bromo es una
adaptacién del de Norton er al. (6) también como el de iodo, para demostrar
enlaces dobles de lfpidos no saturados. En nuestro caso sin embargo, creemos que

Cuadro 1. Relacidn entre el tiempo necesario para obtener una coloracién satis-
factoria con el método I,-NO3zAg y las diversas especies de nemi-

todos.
Especie Duracibén (min) de inmersién
en tintura de iodo
Belonolaimus gracilis 5
Helicotylenchus dihystera 10
Pelodera chitwoodi 5
Hoplolaimus galeatus 1

Tylenchorhynchus claytoni )
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también la explicacibn que dimos para el procedimiento de iodizacibn sirve para
la reaccidn del Br, en la cuticula. En ambos casos la deposicién de haluros de plata
yla con81gulente liberacibn de plata elemental y formacibn de sus 6xidos nos dan
un “sombreo” o situacién de “claro-oscuro” en la cutfcula.

La etapa més critica de estos procedimientos es el lavado o “diferencicién”
después del tratamiento con las soluciones de halégeno. Si el lavado no es de dura-
cién suficiente la cantidad de I, (o de Br,) que retiene el especimen es tal que al
pasarse a la solucién de NO3Ag se oscurece en tal grado que hace imposible la
observaciébn. Si por contrario, el lavado es muy prolongado no queda halégeno
suficiente para obtener un sombreo adecuado. La determ1nac1on de la duracién
del lavado es muy particular de cada especie Y alin de cada espec1men El penodo
Sptimo se puede determinar por observacién con un microscopio de diseccidn
(estereoscopio) de la clarificacidbn paulatina del nemitodo hasta que se llegue a
un grado adecuado de reten016n de halbgeno.

En conclusi6n las técnicas descritas son sencillas y permiten un afinamiento
del poder resolutlvo de microscopios ordinarios sin necesidad de tener que recurrir
a aparatos més costosos para la determinacib6n de caracteres criticos para la clasifi-
cacibén taxonémica de nemétodos.

ABSTRACT

Halogen-silver staining techniques were used to clarify cuticular details in
nematode specimens for light microscopy. Nematodes were killed in formaldehyde
solutions (0.01-0G.1 %, v/v) then fixed in paraformaldehyde or strong (10 % v/v)
formaldehyde solution and then rinsed in demineralized water. This was followed
by immersion in 1 ml of 0.01 N iodine solution. Times of immersion were 1 min
for Hoplolaimus galeatus; 5 min for Belonolaimus gracilis, Pelodera chitwoodi,
and Tylenchorhynchus claytoni;and 10 min for Helicotylenchus dihystera. After
iodination, specimens were rinsed with demineralized water for 2-30 sec. After
rinsing, nematodes were immersed in 0.2 N AgNOj; for 3-4 min; specimens were
then mounted in water and observed. The iodination technique enhanced observa-
tion of lateral fields, striae, and cephalic structures for most nematodes. However,
for H. galeatus use of a bromination method was superior to the iodine technique.
The bromination method consisted of immersion of nematodes in Br,-KBr solu-
tion (1 ml Br, in 390 ml 2% (w/v) KBr) for 1 min, followed by rinsing in water
for 30 sec, and treatment with 0.2 N AgNOj for 3-4 min.
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