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RESUMEN. Los odonatos son grandes depredadores aeroterrestres, esta capacidad se encuentra relacionada
directamente con el tamafio de sus fotorreceptores. Los objetivos principales de este trabajo fueron describir la
estructura de los ojos compuestos en odonatos adultos y la seleccién de técnicas de tincion y mejores tiempos de
exposicion al colorante. Se realizé técnica histoldgica a ojos compuestos de Enallagma civile y Orthemis ferruginea,
tifiéndose con hematoxilina-eosina y argéntica; por separado y empleandose para la observacion el microscopio de
contraste de fases con filtros verde y azul. A nivel de arreglo histol6gico, se encontr6 que los ojos compuestos en O.
ferruginea y E. civile presentaron los mismos componentes celulares pero con algunas variaciones: se localizaron
células cornedgenas bien definidas, los conos cristalinos presentan un acomodo heterogéneo, siendo de tamafos
distintos en O. ferruginea, las medidas del rAbdom fueron 540 umy 251 pum, respectivamente. El uso del filtro azul en
microscopia de contraste de fases resalta mejor a la tincién con hematoxilina y eosina; mientras que el filtro verde
realiza lo mismo pero con la tincion argéntica.
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Histologic description of the compound eyes of Orthemis ferruginea (Fabricius) (Anisoptera:
Libellulidae) and Enallagma civile (Hagen) (Zygoptera: Coenagrionidae)

ABSTRACT. Odonates are large airborne predators, this ability is directly related to the size of their photoreceptors.
The main objectives of this work were to describe the structure of the compound eyes in adult odonates and the
selection of staining techniques and better exposure times to the dye. Histological technique were done in the
compound eyes of Enallagma civile and Orthemis ferruginea staining with Hematoxylin-eosin and Argentic
Impregnation, separately and using phase contrast microscope observation blue and green filters. At the level of
histological arrangement, it was shown that the compound eyes in O. ferruginea and E. civile presented the same
cellular components but with some variations: well-defined corneogenic cells were located, the crystalline cones have
a heterogeneous arrangement, being of different sizes in O. ferruginea, the measurements of the rabdom were 540 um
and 251 um, respectively. The use of the blue filter in phase contrast microscopy highlights better staining with
Hematoxylin and Eosin; while the green filter does the same but with the silver stain.
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INTRODUCCION

Los odonatos adultos presentan una gran agudeza ocular; es conocido que su campo visual es
cercano a los 360°, pueden ver en todas las direcciones exceptuando detras de la cabeza debido a
que las alas y su cuerpo le interrumpen la vision. Las libélulas exhiben las adaptaciones
morfoldgicas mas conspicuas y mejor desarrolladas para el forrajeo aéreo, siendo las de mayor
importancia las relacionadas con el vuelo y la vision; en relacion con el orden Protodonata cuyo
aspecto era muy similar al de los odonatos, presentaban ojos compuestos muy pequefios en
comparacion con la cabeza y el cuerpo de los odonatos actuales (Corbet, 1999).

Los ojos compuestos representan el 6rgano visual méas prominente e importante en la mayoria


mapili_villeda@yahoo.com.mx

Martinez-L6pez et al.: Descripcion histoldgica de ojos compuestos de Orthemis ferruginea y de Enallagma civile.

de los insectos, en los odonatos se encuentran muy desarrollados, presentan aproximadamente
30,000 omatidios, se debe en gran medida a que son grandes depredadores aeroterrestres y
requieren de una alta resolucion espacial gracias a que sus fotorreceptores son capaces de ajustar
los cambios en la escena visual; las libélulas son particularmente buenas viendo objetos pequenos.
Otra modalidad visual que ha sido adaptable a lo largo de la evolucion de los insectos es la habilidad
para detectar la direccion del componente del campo eléctrico y la luz polarizada, permitiendo la
orientacion, la deteccion de cuerpos de agua y la comunicacion; esta region especializada para la
vision de luz polarizada se encuentra en el area dorsal del borde conocida como rim de la retina,
siendo un componente antiguo en los insectos registrado desde el orden Odonata, hasta algunos
Orthoptera, Lepidoptera, Hymenoptera y Diptera (Buschbeck y Friedrich, 2008).

Ninomiya et al., (1969) se han encargado de describir, a través de cortes histologicos, la
estructura y acomodo de los omatidios en diversas especies de adultos; Laughlin y Mc. Ginnes
(1978) estudiaron las regiones dorsal y ventral de la retina en 0jos compuestos de odonatos; Meyer
y Labhart (1993) describen a través de microscopia electrénica el area dorsal rim en las regiones
ventral y dorsal de los ojos compuestos de adultos.

El presente trabajo tiene como objetivos describir comparativamente la estructura celular de los
0jos compuestos en adultos de Orthemis ferruginea y Enallagma civile, seleccionar técnicas de
tincion y tiempos de exposicion al colorante para resaltar los componentes celulares en los ojos
compuestos y observar si existen diferencias en los cortes histologicos utilizando diferentes filtros
en el microscopio de contraste de fases.

MATERIALES Y METODO

Los organismos se recolectaron mediante una red entomoldgica aérea en diferentes cuerpos de
agua lénticos, el primer lugar de colecta se ubicé en dos puntos de la Sierra de Guadalupe, Ecatepec
de Morelos: la Laguna de los Nueve Ahogados y la Barranca de las Venitas; el segundo lugar se
ubico en una laguna cercana a la zona arqueoldgica de Xochicalco, Morelos. Los odonatos se
separaron en dos grupos: los utilizados para la determinacion taxondmica se fijaron con acetona
pura mediante inyeccion en el térax; para conservar su coloracion, posteriormente se introdujeron
en bolsas de papel glassine, dejandolos sumergidos por 24 horas en el mismo fijador, lo que
permitid la conservacion en seco en las mismas bolsas debidamente etiquetadas; los organismos
que se ocuparon para la técnica histologica fueron fijados con solucion de Bouin mediante
inyeccion en el térax e inmersion durante un dia. El material colectado se traslado al Laboratorio
de Microscopia de la FES lztacala, UNAM para ser determinados mediante claves especializadas
(Needham y Westfall, 1954; Usinger, 1956).

Las cabezas desprendidas de los zigdpteros y anisopteros fueron colocadas por separado en
frascos de vidrio, para realizarles un lavado con agua corriente por goteo, dejandolas en etanol al
70 % durante 48 horas con recambios constantes. El tejido fue deshidratado mediante alcoholes
graduales hasta el absoluto, finalmente se dejaron reposar en alcohol amilico durante 24 horas.
Posteriormente se incluyeron en paraplast realizandose los cortes histologicos seriados con un
espesor de 7 a 10 um en un microtomo American Optical modelo 820, montandose en porta objetos
y asi realizar preparaciones semipermanentes. Para la tincion se eligieron la técnica argéntica
mediante goteo con solucién acuosa de nitrato de plata al 2 %, probando los siguientes tiempos de
exposicion: 5 min, 15 min, 30 min, 45 min y 1 hora, y la de hematoxilina-eosina, siguiendo el
método de Luna (1968). Finalmente, los cortes fueron montados con Entellan. Las preparaciones
fueron observadas con microscopio optico Motic B Mod. BI-223, empleando los objetivos 4X,
10X y 40X. Para la técnica de microscopia de contraste de fase se utilizd un microscopio de
epiflourescencia y contraste de fases LEICA con los objetivos 10X, 20X y 40X. Las imagenes se
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fotografiaron con una camara Moticam 2000, usando el programa Motic (para XP), camaras
digitales Nikkon Coolpix S4400 y Canon PowerShot Elph 190 IS; finalmente se realiz6 su
interpretacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Al probar diferentes tiempos de exposicion a la solucion acuosa de nitrato de plata, se observo
que la exposicion a 45 min fue la mejor, debido a que resalta con mayor detalle los componentes
celulares del corte, facilitando la observacion del tejido. Las especies estudiadas presentan varias
similitudes en el arreglo histologico de sus ojos, sin embargo, existen particularidades que
diferencian a cada especie, las cuales son descritas a continuacion:

En la figura 1 A se presenta un macho adulto de Orthemis ferruginea, en la 1 B se muestra el
corte histologico longitudinal y ligeramente oblicuo tefiido con Hematoxilina y Eosina (H-E) desde
la parte externa hacia la interna, se diferencia el rdbdom en un tono mas claro, el cual se localiza
debajo de los conos cristalinos y se encuentra rodeado de las células de la retina (transparentes en
la imagen), existe la presencia de una membrana basal fenestrada, en la que las traqueas muestran
tener un tamafio diferente. En la parte mas interna se observa al nervio dptico tefiido en tonos claros
y oscuros, asi como algunas reminiscencias de la parte que conforma al ganglio nervioso.

N w5
Figura 1. A: Orthemis ferruginea. B: Corte histoldgico longitudinal y oblicuo tefiido con H-E donde se observa: cr:
cono cristalino (57 pm y 67 um); R: rabdom (540 pm); MB: membrana basal; t: traqueas; no: nervio optico (237 um);
N: ganglio nervioso (Imagen a 10X). C: Corte longitudinal tefiido con H-E observado en microscopia de contraste de
fases, utilizando filtro azul en el que se observa: c¢: cérnea; cc: células cornedgenas; cr: cono cristalino; cp: células
pigmentarias; R: rdbdom; re: células de la retina (Imagen a 40X). D: Corte longitudinal tefiido con nitrato de plata en
el que se observa: ¢: cdrnea; cr: cono cristalino; R: rdbdom (Imagen a 40X). E: Corte transversal tefiido con nitrato de
plata en microscopia de contraste de fases, observando: c: cérnea; cr: cono cristalino, R: rdbdom (Imagen a 10X).

Al observar un corte tefiido con H-E con el uso del filtro azul en la microscopia de contraste de
fases se observa la cornea, en la parte superior de los conos cristalinos se aprecian las células
cornedgenas y, a pesar de no ser tan evidentes a los lados, se logran ver algunas células
pigmentarias; se distingue con mayor facilidad el rabdom y las células de la retina (Fig. 1C). En el
corte tefiido con nitrato de plata, con una disposicion longitudinal y ligeramente oblicua, se aprecia
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la cornea en un tono dorado desprendida de algunas partes, los conos cristalinos mostrando un
acomodo heterogéneo y diferentes dimensiones; pero manteniendo la forma tipica de una pirdmide
invertida; la region del rabdom se encuentra tefiida en un tono negro, debido a la gran afinidad que
presenta este tipo de células al nitrato de plata (Fig. 1D). En el corte transversal tefiido con nitrato
de plata, observado en microscopia de contraste de fases utilizando filtro verde, se observa la
cornea como una capa gruesa, los conos cristalinos con una forma circular y con tamafios
diferentes, son mucho mas brillantes con el uso de este filtro; posteriormente se observa el rabdom
en un tono obscuro y rodeado por las células de la retina en forma de rosetas (Fig. 1E).

La Fig. 2 A, muestra una hembra adulta de Enallagma civile. Las figuras 2 B y C presentan el
corte longitudinal del ojo compuesto tefiido con H-E, se observa; del exterior al interior, la
presencia de la cdrnea completa, formada por una sola capa de células y tefiida en un tono rosa
claro, la presencia de los conos cristalinos que son ligeramente mas alargados y presentan un
acomodo heterogéneo, a cada lado en la parte superior se encuentran las células cornedgenas y por
el contrario en la parte inferior estan ubicadas las células formadoras del cono cristalino.
Posteriormente, la retina ocupa una gran area dentro del corte; la membrana basal (fenestrada)
tefiida en un tono mas oscuro; no es muy gruesa. El nervio dptico esté ligeramente desprendido y
su union al ganglio nervioso del protocerebro.

il

Figura 2. A: Enallagma civile (Foto por Haber, 2006). B y C: Cortes longitudinales en donde se observa del exterior
al interior: c: cdrnea, cc: células cornedgenas, cr: como cristalino (66.5 p), ccr: células formadoras del cono cristalino,
R: rabdom (251.2 p), MB: membrana basal, no: nervio 6ptico, N: ganglio nervioso; {B: Imagen observada a 10X; C:
Imagen observada a 40X). D y E: Cortes longitudinales observados con microscopia de contraste de fases, utilizando
filtro azul y filtro verde, respectivamente, donde se detalla: c: cornea; cc: células cornedgenas; cr: cono cristalino; ccr:
células formadoras del cono cristalino: R: rabdom; (Iméagenes observadas a 20X).

Al usar el filtro verde en la técnica de microscopia de contraste de fases en un corte histoldgico
longitudinal y oblicuo (Fig. 2D) permite la diferenciacion de las células cornedgenas en un tono
rosa brillante, los conos cristalinos brillantes que presentan un arreglo heterogéneo pero con las
mismas dimensiones. Los rabdoméros se aprecian como haces de luz brillante. Por el contrario,
con el uso del filtro azul se observa claramente la cdrnea como una capa muy delgada en tono rosa
claro brillante, los conos cristalinos bien definidos, en la parte superior se encuentran las células
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cornedgenas tefiidas en tono rosado y en la parte inferior a las células formadoras del cono
cristalino. La region del rAbdom se observa en tono rosado con haces de luz brillante hacia cada
lado (Fig. 2E).

De acuerdo con los resultados obtenidos, se observd que la tincién con nitrato de plata permite
una mejor diferenciacion del rabdom asi como el entramado de unioén de las células de la retina al
nervio oOptico, al trabajar con técnicas argénticas se permite la diferenciacion de estructuras
inervadas por fibras nerviosas debido a que la plata se fija con facilidad a las mismas, confirmando
lo que sefiala Luna (1968).

En este trabajo se empled la microscopia de contraste para observar estructuras celulares en un
0jo compuesto. Sdnchez (2011) indica que algunos autores recomiendan esta técnica para el estudio
morfologico de artropodos. En la revision realizada no se encontraron trabajos que la hayan
empleado, sin embargo, dicho autor considera que es una gran herramienta en el estudio
morfologico, principalmente de muestras no foto absorbentes y que ofrecen al investigador
imagenes bastante llamativas. Es importante mencionar que el filtro azul resalta mejor las
estructuras celulares tefiidas con Hematoxilina y Eosina; mientras que el filtro verde funciona
mejor al resaltar estructuras tefiidas con Nitrato de Plata.

En el zigoptero E. civile y en el anisoptero O. ferruginea se observo que existe un acomodo
heterogéneo en los conos cristalinos, al presentar varias inserciones en ciertas regiones; pero
difieren en la longitud de los conos, en E. civile todos tienen las mismas dimensiones; por el
contrario, en O. ferruginea las dimensiones son diferentes. Esto concuerda con lo encontrado por
Villeda et al. (2013), quien reporta el caso particular de Hetaerina americana (Zygoptera), donde
el acomodo del cono cristalino es heterogéneo, asi mismo menciona que no se habia reportado en
ninguna publicacion sobre la histologia del ojo compuesto para odonatos u otros insectos. Se infiere
que posiblemente existan factores evolutivos que estén estrechamente relacionados con este
acomodo, en particular de los 0jos compuestos, por lo que seria importante seguir investigando en
diferentes especies de odonatos para saber si es un patrén constante.

CONCLUSION

Se determind que el mejor tiempo de exposicion con la técnica argéntica de nitrato de plata es
de 45 minutos; asi mismo que esta técnica es buena para resaltar los componentes nerviosos en el
0jo compuesto, detallando muy bien la zona del rabdom y las rosetas de las células de la retina.

Mediante la técnica histolégica se encontré que ambas especies presentan un acomodo
heterogéneo de los conos cristalinos, pero difieren en las dimensiones, siendo en O. ferruginea de
tamario variable.

Finalmente, con el uso de la técnica de microscopia de contraste de fases se permitio diferenciar
mejor algunas estructuras celulares en el ojo compuesto de acuerdo a las siguientes combinaciones:
filtro azul-Hematoxilina y Eosina, y filtro verde-tincién argéntica.
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