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Resumen

La microtomografia computarizada (micro-CT) es una técnica no destructiva que nos
permite estudiar la anatomia interna y externa de una muestra, sea biolégica o no, y
realizar una reconstruccion de ella a través de un modelo virtual en tres dimensiones.
En los ultimos afios esta técnica estd aportando avances significativos en el estudio de
los invertebrados marinos. Con este estudio se pretende realizar una valoracion de su
aportacion a través de una comparativa entre los métodos histologicos clésicos vy el
micro-CT. Para ello se han empleado una serie de ejemplares del Anélido Poliqueto
Laubieriopsis cabiochi (Amoreux, 1982) obtenidos en las campafias BIOICE alrededor
de Islandia. Estos ejemplares han sido estudiados tanto sin tincibn como sometidos a
tratamientos diferentes para comprobar la afinidad de éstos por los tejidos y poder

valorar la resolucion y diferenciacion resultante.

Palabras clave: Polychaeta, anatomia interna, Laubieriopsis, Micro-CT, BIOICE.

1.- Introduccion

La denominada “Microtomografia Computarizada (micro-CT) de Rayos X” se basa en
la formaciéon de imagenes de rayos X mediante el mismo método utilizado en
exploraciones de tomografia computarizada hospitalaria, aunque a pequefia escala y
con una resolucion muy superior de la muestra (BRUKER, METHOD NOTE, 2016). Los
materiales densos que componen las muestras se pueden observar mediante la
técnica del micro-CT sin necesidad de preparaciones adicionales. Sin embargo, con
objeto de mejorar el contraste, en muchas ocasiones los tejidos blandos requieren un
tratamiento adicional con tinciones de alto peso molecular (GOLDING Y JONES, 2007).
En los dltimos afios, su empleo en estudios anatémicos en zoologia se esta
incrementando, particularmente en moluscos y artropodos, aunque también existen
antecedentes de su empleo con poliquetos. Por ejemplo, DINLEY et al. (2009) mostr6
gue este método puede ser usado en estudios anatomicos funcionales, mientras que
FAULWETTER et al. (2013) han demostrado cémo las imagenes obtenidas por micro-CT
pueden llegar a desvelar resultados anatomicos detallados (PATERSON et al., 2014).

Figura 1. Equipo de micro-CT empleado.



Fauveliopsidae Hartman, 1971 es una pequefia familia de Anélidos Poliquetos poco
conocida que se encuentra habitualmente en fondos marinos profundos, hasta 6000
metros, si bien algunas especies han sido localizadas por encima de los 100 metros
(ZHADAN Y ATROSHCHENKO, 2012). Su tamafio varia desde 1.3 a 20 mm de longitud y
su numero de segmentos corporales es habitualmente bajo, ya que ninguna especie
parece tener mas de 90 segmentos y la mayoria posee menos de 30 (ROUSE, 2001).
Esta familia comprende cerca de 20 especies que se incluyen en los géneros
Fauveliopsis Mcintosh, 1922 y Laubieriopsis Petersen, 2000 (LOopPez, 2011). Las
especies son de habitos sedentarios y aquellas pertenecientes al género Fauveliopsis
habitan normalmente en el interior de conchas de moluscos gaster6podos y
escafopodos (LOPEZ, 2011).

Los ejemplares empleados en este estudio fueron recogidos con ocasién de las
campafias BIOICE (Benthic Invertebrates of Icelandic Waters) las cuales han sido
parte de un programa internacional de colaboracién que comenzé en 1992, finalizando
en 2004, y se design6 para llevar a cabo un conocimiento exhaustivo de la fauna
bentdnica marina presente en aguas pertenecientes al area econdmica exclusiva de
Islandia, que comprende desde la linea costera de este pais hasta las 200 millas. El
area de muestreo de estas campafias cubrié un rango de profundidad desde los 200 a
los 3500 metros a ambos lados del llamado GIF Ridge, es decir, la cresta submarina
existente entre Groenlandia, Islandia y las Islas Feroe, la cual eleva el nivel del fondo
marino hasta los aproximadamente 500 metros de profundidad en su cuspide, y
marcando asi el limite entre las aguas frias del Océano Artico al norte y las aguas mas

templadas del Océano Atlantico Norte al sur (THIEL, et al., 2011).

2.- Objetivo.

El objetivo principal de este trabajo ha sido validar la efectividad de la técnica de
Microtomografia Computerizada (micro-CT) en el estudio de la anatomia interna de
invertebrados particularmente en los Poliquetos y asi valorar sus fortalezas y

debilidades frente a los estudios histolégicos clasicos.

3.- Material y métodos.
El material empleado en este estudio consistio en tres ejemplares del Poliqueto
perteneciente al género Laubieriopsis Petersen, 2000, L. cabiochi (Amoureux, 1982)

recogidos con ocasion de las anteriormente mencionadas campafias BIOICE.



Los tres ejemplares provienen de la muestra 2717 de BIOICE de la costa occidental de
Islandia frente a la peninsula de Snaefellsnes (64°30°30”N; 25°43'60”"W), en la
estacion 734 de la campafa B-13-94. El muestreo se realizé el 7 de septiembre de
1994. La draga empleada fue “RP dredge” a 256 metros de profundidad y a una

temperatura de fondo de 5.6°C.

Inicialmente se sometieron los tres ejemplares a un mismo proceso de deshidratacién
a través de diferentes bafios consecutivos de etanol a 80°, 90° y 96°, cada uno
durante 24 horas. A continuacion, cada ejemplar se trat6 de manera diferente: El
primero, de 8.18 mm de longitud, no se sometié a ningln proceso de tincién, el
segundo, de 6.46 mm de longitud, se tifi6 con lodina al 1% en metanol durante una
semana; y el tercero de 8.58 mm de longitud se tifi6 en Acido Fosfotlingstico (PTA) al
1% en metanol durante tres dias.

Por ultimo cada ejemplar se deshidrat6 en Hexametildisilazano (HMDS) durante 24
horas y se dejo secar durante toda la noche. EI HMDS elimina el agua de los tejidos y
aumenta la claridad y el contraste de las imagenes cuando se escanea la muestra en
el micro-CT (PATERSON et al., 2014). El montaje de las muestras se debe hacer de tal
manera que queden rodeadas de un recipiente de baja densidad; por lo que a menudo
se introducen en puntas de micropipeta (Figura 2) (BRUKER METHOD NOTE, 2016).

Figura 2. Interior del micro-CT con la muestra, en este caso un ejemplar de

Laubieriopsis cabiochi, en el interior de una punta de pipeta (flecha).

Las muestras se escanearon utilizando un microtomégrafo SkyScan 1172 (Figura 1,
Figura 3A), a un voltaje de 55 kV, con una corriente de 165 pA, sin filtro, un tamafo de
pixel de 1.5 um y con una rotacion de 180°.

Las proyecciones de rayos X (radiografias) del escaneo se reconstruyeron con el

Software NRecon, en el que se obtuvieron los "cortes histolégicos” (Figura 3B).



Las secciones fueron procesadas mediante los programas CtAn y DataViewer (Figura
3C), que nos permitieron obtener cortes frontales y sagitales a partir de los cortes
transversales. Las representaciones en 3D fueron obtenidas con el programa CTVox

(Figura 3D) en el que podemos observar la anatomia externa e interna de la muestra.
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Figura 3. Imagenes de pantalla de los programas SkyScan 1172 (A); NRecon (B);
Data Viewer (C) y CTVox (D).

4.- Resultados.

Los resultados obtenidos que se muestran a continuacion corresponden
fundamentalmente al ejemplar que no sufrié ningun tipo de proceso previo de tincién,
si bien ha habido detalles que se observaron mucho mejor en los ejemplares tefidos.
Estos resultados se comparardn con estudios publicados con anterioridad que
abordaron el conocimiento de la anatomia externa e interna de este grupo de
poliguetos mediante técnicas histoldgicas clasicas empleando el microscopio

electrénico de transicion.

4.1.- Anatomia externa (Figura 4).

En lo correspondiente a la anatomia externa de los ejemplares, se observé que
presentan un cuerpo delgado con una superficie corporal lisa sin aparentemente
ningln tipo de diferenciacion cuticular especial aparte de la presencia de los
parapodos y poro genital que se comenta a continuacion (Figuras 4A, 10A, 11A).

Los 4 primeros segmentos setigeros son un poco mas anchos que el resto, formando
una regién corporal de forma ovalada bastante bien diferenciada del resto del cuerpo.
El prostomio es pequefio y conico y, junto al peristomio, aparece retraido en dos de los
ejemplares (Figuras 4A, 4B, 5D, 7A). El resto de segmentos setigeros son algo mas
estrechos y largos (Figuras 4A, 4B, 4C, 10A, 11A).

Todos los segmentos setigeros presentan parapodos tipicamente birrdmeos con
ramas dorsales (notépodos) y ventrales (neur6éopodos) poco desarrollados y provistos
de una pequefia papila sensorial interramal (Figura 8) y con un numero relativamente
bajo de sedas de tipo simple con diferente grado de desarrollo, algunas de ellas de
tipo acicular. En el extremo posterior del cuerpo se encuentra un pigidio invaginado en

el interior del Ultimo segmento setigero corporal.



Un ultimo elemento destacable de la anatomia externa es la presencia de una papila
genital a la derecha del octavo segmento setigero en posicion latero-posterior, muy
cerca del parapodo correspondiente al noveno setigero (Figuras 4B, 4C).

4.2.- Anatomia interna (Figuras 5-11).
En relacion a la anatomia interna de los ejemplares, el micro-CT ha mostrado en
general una imagen aparentemente muy fiel de la forma y disposicién de los distintos

organos internos.

4.2.1.—- Cavidad corporal general.

Se ha observado una amplia cavidad corporal general de naturaleza celomatica que,
siguiendo la tipica metamerizacion anelidiana, se encuentra dividida en cavidades mas
0 menos individualizadas por septos o disepimentos (Figuras 5A, 5B, 11B). Estos
disepimentos, mas desarrollados en los primeros segmentos setigeros, son muy

visibles y estan particularmente muscularizados en su region dorsal.

4.2.2.— Sistema muscular.

En coherencia con el esquema general de la organizacion interna de los anélidos, los
ejemplares de L. cabiochi muestran una musculatura longitudinal muy bien
desarrollada organizada en cuatro paquetes bien individualizados y enmarcando la
cavidad general corporal. Estos paquetes se disponen dos en posicion dorsal y dos en
posicion ventral (Figuras 5C, 5D). No se observa musculatura circular parietal ni
transversal, pero si fuertes paquetes musculares asociados al movimiento de los
pardpodos y sedas (Figura 5D) asi como a la retraccién del prostomio, los cuales se
encuentran unidos por un extremo al borde posterior del prostomio a nivel del cerebro

y por el otro a la pared corporal a nivel de los setigeros 2 y 3 (Figura 6A).

4.2.3.— Sistema digestivo.

El sistema digestivo, como es comun en los Anélidos y en particular en los Poliquetos,
€S MAas 0 menos recto y abre en una boca anterior a nivel del peristomio, y un ano
posterior a nivel del pigidio. A diferencia de otros poliquetos, los laubieriépsidos, y en
particular los ejemplares estudiados de L. cabiochi, presentan un sistema digestivo
bastante simple que no muestra diferenciaciones notables en su recorrido por el
interior del cuerpo.

Los aspectos mas relevantes observados son: La presencia de una faringe corta en
posicion anterior tras la boca (Figura 8A); una asimismo corta region esofagica

posterior a ella (Figuras 7A, 8B, 8C, 10C) habitualmente con forma lobulada debido a
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fuertes estrechamientos en su trayecto que coinciden con la presencia de los
disepimentos musculares anteriores (Figura 7B); y un intestino continuo, largo y recto
en posicion posterior que llegara hasta el ano (Figura 7B, 8D).

El sistema digestivo discurre en posicion medio-dorsal por el interior de la cavidad
celomética, y esto es posible en los anélidos gracias a la presencia de los antedichos
septos asi como a la presencia de mesenterios dorsales y ventrales que no son mas
que prolongaciones del propio peritoneo celomatico, que lo sostienen. La presencia de
estos mesenterios ha sido observada a lo largo de todo el trayecto del digestivo, pero
es de nuevo (como ocurre con los disepimentos) mas evidente en su region anterior,
es decir, en asociacion con la region esofagica (Figura 9C). También se observan
septos asociados al trayecto del intestino (Figura 11B). La disposicion de estos

mesenterios es dorsal (uno) y ventro-lateral (dos) (Figura 9C).

4.2.4.— Sistema circulatorio.

De nuevo y en congruencia con el esquema general anelidiano, el sistema circulatorio
se construye a partir del peritoneo mesodérmico y se organiza en dos vasos
sanguineos largos, uno dorsal y otro ventral al sistema digestivo. Estos vasos, estan
asociados a septos y mesenterios, y a ellos se les une un mas o menos complejo
sistema de vasos segmentarios asociados intimamente al digestivo. En este estudio el
vaso sanguineo dorsal ha sido dificil de observar, pero la presencia del vaso
longitudinal ventral ha sido muy evidente, en particular en la regién anterior muy
proximo a la cara ventral esoféagica (Figuras 8A, 9C, 11C) asi como los vasos de
disposicion segmentaria, de menor calibre, y localizados adosados a la cara externa

del intestino (Figura 9D).

4.2.5.— Sistema nervioso.

El sistema nervioso anelidiano consta de un cerebro anterior de ubicacion prostomial
(sobre todo en poliquetos) y por tanto dorsal, y un cordon nervioso ventral largo y
metamerizado, con un par de ganglios fusionados por segmento de los que parten
ramas nerviosas para inervar los distintos elementos corporales (Figuras 6A, 8A, 8B,
8C, 9C). El cerebro o ganglio cerebroideo dorsal se conecta con la regién ventral del
sistema nervioso central por medio de unos conectivos nerviosos circumfaringeos que
rodean a la region anterior del digestivo, a menudo la faringe o en ocasiones el
esofago. Este esquema general se ha encontrado en la especie estudiada (Figura 6B)
si bien no se han podido llegar a observar los citados conectivos circumfaringeos.

El ganglio cerebroideo se encuentra en la parte anterior del cuerpo (prostomio)

ocupando todo su espacio interno; posee una forma mas o menos cuadrangular y se
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continla hacia la parte posterior peristomial por unos largos l6bulos cerebrales
(Figuras 6A, 6B). Debido a la tipica retraccion del prostomio en el interior del
peristomio en fauveliopsidos, la disposicién cerebral es aparentemente peristomial, e
incluso en ocasiones parece localizarse en el primer segmento setigero.

Existen unos potentes paquetes musculares que conectan directamente el cerebro y la
cara interna del tegumento prostomial, los cuales se encargan de la anteriormente

mencionada accion de retraccion (Figura 6A).

4.2.6.— Sistema reproductor.

En Poliquetos, el aparato reproductor se encuentra muy simplificado si lo comparamos
con el de los Clitelados, en los cuales esta altamente regionalizado y siempre ubicado
en una posicion especifica en el cuerpo, hasta el punto de ser empleado como un
caracter taxonémico de alta relevancia. Sin embargo, en los Poliquetos las génadas
son simples masas de gametos en desarrollo asociadas a la pared peritoneal y de
ubicacién poco definida. Tras las fases iniciales del desarrollo de los gametos en el
interior gonadal, éstos continlan su desarrollo flotando en el liquido celomatico a la
espera de ser evacuados bien por orificios corporales especiales (gonoporos), bien
aprovechando orificios de otra naturaleza (e.g. nefridioporos) o bien a través de la
rotura de la pared corporal.

El estudio micro-CT de los tres ejemplares de Laubieriopsis no ha revelado la
presencia de gbénadas, pero si la existencia de grandes células sexuales femeninas
(ovocitos) flotando en el espacio celomatico y localizados especialmente a partir de la
region media corporal (Figuras 8D, 9A, 9B, 9D, 10B) aunque en algun caso pueden
llegar a estar presentes cerca de la region anterior (Figura 8A).



Figura 4. Imagenes en 3D de L. cabiochi obtenidas con CTVox. A. vista dorsal de la

region anterior del ejemplar tefiido con PTA; B y C. Vista dorsal y lateral derecha del
ejemplar sin tefiir.
Abreviaturas: pg (papila genital); pr (prostomio); per (peristomimo); se (sedas); st

(setigero).



Figura 5. Imagen en 3D de L. cabiochi obtenida con CTVox (A); tefiido con PTA (B).

A: Corte sagital (sin tefiir); B: Corte sagital (sin tefir); C: Corte frontal (tefiido con PTA)
y D: Corte frontal (sin tefir).

Abreviaturas: cer (cerebro); cn (cordén nervioso); es (esofago); fa (faringe); int
(intestino); Ic (I6bulo cerebral); mdis (musculo disepimento); mid (musculatura
longitudinal dorsal); mlv (musculatura longitudinal ventral); ms (musculatura setigera);

per (peristomio); pr (prostomio); se (seda); vsv (vaso sanguineo ventral).



Figura 6. Imagen en 3D de L. cabiochi. Dos cortes frontales mostrando diferentes

aspectos del sistema nervioso y digestivo.

Abreviaturas: cer (cerebro); es (es6fago); est (estrangulamiento esofagico); int
(intestino); gn s (ganglio nervioso segmentario); Ic (I6bulo cerebral); mlv (musculatura
longitudinal ventral); mrp (musculo retractor del prostomio); per (peristomio); pr

(prostomio).
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Figura 7. Imagen en 3D de L. cabiochi. Dos cortes frontales mostrando diferentes
aspectos del sistema nervioso y digestivo. Lineas discontinuas en A mostrando la
ubicacién de los cortes transversales en la figura 8 y 9.

Abreviaturas: es (eso6fago); est (estrangulamiento esofagico); int (intestino); Ic (I6bulo
cerebral); mlv (musculatura longitudinal ventral); mrp (musculo retractor del prostomio);

p (prostomio); per (peristomio); se (seda); vsv (vaso sanguineo ventral).
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Figura 8. Imagen en 3D de L. cabiochi. Cuatro cortes transversales mostrando

diferentes aspectos de la anatomia interna de la region anterior del cuerpo. A. A nivel
faringeo; B. A nivel esofagico y C. A nivel de una estrangulacion esofagica; D. A nivel
del inicio del intestino.

Abreviaturas: cc (cavidad celomatica); cn (cadena nerviosa); fa (faringe); int (intestino);
le (luz esofagica); mesld (mesenterio lateral derecho); mesli (mesenterio lateral
izquierdo); mld (musculatura longitudinal dorsal); mlv (musculatura longitudinal
ventral); ms (musculatura setigera); ov (ovocito); pe (pared esofagica); pi (papila

interramal); rns (rama nerviosa segmentaria); se (seda); vsv (vaso sanguineo ventral).
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Figura 9. Imagen en 3D de L. cabiochi. Tres cortes transvesales a nivel del intestino

(A'y C) y de la faringe (B) y un corte sagital a nivel de la region corporal media (D)
mostrando diferentes aspectos de la anatomia interna.

Abreviaturas: cc (cavidad celomatica); cn (cadena nerviosa); es (eso6fago); fa (faringe);
int (intestino); mesd (mesenterio dorsal); mesld (mesenterio lateral derecho); mesli
(mesenterio lateral izquierdo); ov (ovocitos); vss (vasos sanguineos segmentarios); vsv

(vaso sanguineo ventral).
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Figura 10. Imagenes en 3D (A y C) y 2D (B) de L. cabiochi tefiido con iodina,

mostrando distintos elementos de la anatomia interna corporal.
Abreviaturas: cc (cavidad celomética); cer (cerebro); dis (disepimento); es (eséfago);

int (intestino); Ic (I6bulo cerebral); se (seda); st (setigero); ov (ovocito).
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Figura 11. Imagenes en 3D (Ay C) y 2D (B) de L. cabiochi tefiido con PTA, mostrando

distintos elementos de la anatomia interna corporal.
Abreviaturas: cc (cavidad celomética); dis (disepimento); es (es6fago); int (intestino);
mlv (musculatura longitudinal ventral); per (peristomio); pg (papila genital); pr

(prostomio); st (setigero); vsv (vaso sanguineo ventral).
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5.- Discusioén.

En este trabajo exploramos la técnica del micro-CT como una alternativa al proceso
histolégico tradicional ya que el micro-CT es una técnica sencilla, rapida y no
destructiva, que complementa y, en algunas circunstancias, puede llegar a sustituir a
la reconstruccion tradicional a partir de muestras histolégicas. Esta técnica es sin duda
mucho més répida ya que precisa de un tratamiento mucho mas simple de las
muestras, pero presenta el problema de que los érganos que poseen densidades
similares son dificiles de distinguir entre si debido a la falta de detalle celular.

El examen de los tres ejemplares reconstruidos en 3D mostrd estructuras anatémicas
y morfolégicas visibles que pueden ser interpretadas de manera facil, lo que

proporciona la misma informacion que el espécimen fisico.

Trabajos realizados con anterioridad a esta memoria como son lo de ZHADAN Y
ATROSHCHENKO (2010, 2012) y ZHADAN Y SALAZAR-VALLEJO (2014) abordaron ya el
estudio de la anatomia externa e interna de los laubieriopsidos. En ellos se muestran
las caracteristicas de los ejemplares descritas anteriormente con la diferencia de que
en estos casos se realiz6 el andlisis mediante técnicas histologicas tradicionales,
ofreciendo unas iméagenes finales de gran resoluciéon y que sirvieron de apoyo para

comparar con las obtenidas por nosotros mediante microtomografia.

Las disecciones virtuales, por otro lado, nos permitieron evaluar las estructuras
internas sin tener que destruir el ejemplar. Ademas la técnica del micro-CT permite
observar también la posicién natural de los 6rganos internos, mientras que cuando se
disecciona, las relaciones espaciales de los 6rganos se pueden llegar a modificar.

Hay que tener en cuenta que el ejemplar que mostré mas detalles fue aquel no tefiido
y deshidratado en HMDS, pero otros muchos autores también obtuvieron gran
resolucion al tratar las muestras con glicerol, acetona o tetréxido de osmio (ver

ZHADAN Y ATROSHCHENKO, 2010).

En relacion al analisis de la anatomia interna de la especie, comparando las imagenes
obtenidas por nosotros frente a las publicadas por ZHADAN & ATROSHCHENKO (2010,
2012) y ZHADAN & SALAZAR-VALLEJO (2014) (Figura 12), se observa que las imagenes
obtenidas con el micro-CT muestran un alto grado de concordancia con las obtenidas
mediante las técnicas clasicas. Si bien el grado de detalle de las imagenes obtenidas
con micro-CT a nivel histolégico y citolégico es claramente menor, la practica totalidad

de las estructuras internas corporales han sido localizadas.
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Asi, pocos aspectos anatomicos revelados por los trabajos anteriormente citados han
pasado desapercibidos al micro-CT, cabiendo citar solamente el caso de la
regionalizacion dorso-ventral de la region faringea (comparar figura 8A con 12A) asi
como la presencia de unas “papilas epidérmicas” (ver figuras 4D y 4F en ZHADAN Y
ATROSHCHENKO, 2010) localizadas bajo las papilas interramales de los pardpodos
(Figura 8C). De cualquier manera, ambas estructuras es muy probable que sean
observadas tras un estudio méas detallado del material asi como el analisis de nuevos

ejemplares.

Figura 12. Imagenes al microscopio electronico de transmision de Laubieriosis sp, dos
cortes transversales (A y B) a nivel de la faringe y es6fago respectivamente, y un corte
sagital (C). Sacado de ZHADAN Y ATROSHCHENKO (2010).

Abreviaturas: bv (vaso sanguineo); dis (disepimento); m (mesenterio); oe (es6fago);
per (peristomio); ph (faringe); rm (musculos retractores del prostomio); scn (sistema

nervioso central).
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Por otro lado, y en lo relativo a la técnica, decir que en trabajos de histologia clasica,
para la obtencidon de buenos cortes es imprescindible un alto grado de experiencia y
habilidad en el manejo del microtomo y en la manipulaciéon de los cortes. Y esto solo
se consigue tras un periodo mas o menos largo de aprendizaje, en muchas ocasiones

perdiéndose parte del material.

En el caso del micro-CT estos problemas no se presentan pues en ningln momento se
lleva a cabo diseccidon ni cortes histoldgicos, con lo que una vez tratados los
ejemplares como ya se ha explicado, se est4 en disposicion de realizar una primera

evaluacion anatémica con gran rapidez.

En ese sentido, el micro-CT presenta una gran ventaja frente a los estudios clasicos ya
que deja intacto el material original, y de esta manera los caracteres pueden ser
estudiados posteriormente en multiples ocasiones sin dafio alguno. Ademas, el estudio
de los datos recogidos tras el escaneo permiten llevarlo a cabo en tres dimensiones,
mientras que con el material diseccionado debe ser realizado en dos dimensiones y
ademas implica su necesaria desintegracion para su montaje en portaobjetos y su

observacion bajo el microscopio.

En histologia clasica la reconstruccion de la estructura o la visualizacién del interior de
la muestra lleva mucho tiempo y puede verse comprometida por los artefactos
causados cuando se procesa la muestra (arrugas, contraccion de las secciones). En
los estudios con micro-CT el software permite al investigador realizar muchas tareas
de manera virtual, por lo que su uso evita muchas de las cuestiones que restringen el
uso de material de colecciones de museos y abre el camino para estudios anatémicos
mucho mas detallados.

El problema principal de los ejemplares que presentan un cuerpo blando (como los
poliquetos) es que casi no absorben rayos X y por lo tanto las imagenes resultantes
tienen una resolucién relativamente baja. Las estructuras duras pueden ser
visualizadas sin problema, pero otras caracteristicas internas como pueden ser los
nervios, muasculos y vasos sanguineos pueden ser mas dificiles de diferenciar e

identificar.

Es importante tener en cuenta el tipo de tincién a emplear, la mayoria de tinciones que
se utilizan en microtomografia no son especificas, a diferencia de las tinciones
histolégicas que cuentan con una larga historia de estudio y muchas han sido

disefiadas para tefiir tejidos o células especificas.
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La mayoria de tinciones utilizadas en la técnica de micro-CT se utilizan para mejorar el
contraste en lugar de distinguir entre los tejidos. Ademas tienen que ser capaces de
penetrar en la muestra y ser de un peso molecular suficiente para absorber
eficazmente los rayos X y las muestras deshidratadas en alcohol tienen menos
permeabilidad que el material fresco (PATERSON et al., 2014).

En el caso del estudio que se ha realizado se pudo observar que las tinciones con
lodina y PTA mostraron diferentes afinidades por los tejidos y acentuaron diferentes
caracteristicas tanto morfoldégicas como anatomicas. Asi, la tincion de lodina tifie los
tejidos blandos y se une fuertemente a las estructuras calcificadas y polisacéaridos, se
une especialmente a los tejidos epidérmicos (cuticula), aparato mandibular y ciertos
tipos de quetas (FAULWETTER et al., 2013).

El PTA, se une a ciertas proteinas (fibrina y colageno) y tifie la epidermis (mucho mas

fuerte que el Yodo) y fibras musculares (FAULWETTER et al., 2013).

La tincién de tejidos debe utilizarse con cuidado, especialmente si las muestras estan
destinadas a estudios generales y/o si el material es valioso. El impacto que el método
tiene sobre cada muestra es casi imposible de predecir debido a la gran diversidad de
tipos de tejidos, componentes quimicos y combinaciones de materiales que existen en
los invertebrados. Sin embargo, en un estudio realizado por FAULWETTER et al. (2013),
se observo que la radiaciéon derivada del estudio de las muestras mediante micro-CT
no afectd aparentemente a la identidad molecular de las muestras, y no se observo
ningun tipo de dafio en el rRNA 16S, ni parece haber causado ninguna mutacién en el
material molecular ya que el DNA de las muestras es extraido y amplificado sin ningun
problema. Lo que no se puede asegurar es el efecto que pueden tener los colorantes a

nivel molecular.

Los datos tridimensionales pueden difundirse de diversas maneras y los conjuntos de
datos pueden llegar faciimente a ocupar un tamafio de varios gigabytes, lo que
plantea nuevos retos en materia de gestion, archivo, copias de seguridad y el
almacenamiento de datos. En la actualidad la comunidad cientifica carece de
infraestructuras, normas y politicas que permiten el acceso a los datos 3D
(FAULWETTER et al., 2013). Sin embargo, hoy en dia se esta creando un laboratorio
virtual de acceso abierto, donde los datos que aparecen recogidos tienen en cuenta el
tipo de procedimiento que sufri6 cada muestra (fijacién, escaneado, reconstruccion,

etc). Este proyecto virtual recibe el nombre de Micro-CT,,. (KEKLIKOGLOU et al., 2016).
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Esta posibilidad ofrece una amplia gama de nuevas oportunidades de investigacion y
aceleraran significativamente el acceso a la informacién morfologica, lo que ayudara a
superar uno de los principales cuellos de botella en la investigacion sistemética y
taxonomia que es la disponibilidad continua de material “tipo” a todos los usuarios de
forma simultdnea y permitir4 la produccion masiva de los datos a los que se podra
acceder desde un ordenador.

En la actualidad, aunque las muestras virtuales en la mayoria de los casos no pueden
y no deben reemplazar el material de tipo fisico, a menudo la informacion deseada se
puede obtener a partir de una representacion virtual, que complementa
significativamente al estudio histolégico, ya que, el examen de los ejemplares en su
posicion natural dentro del organismo permite a los investigadores evaluar su
verdadera forma y también inferir la funcionalidad de las estructuras morfolégicas o

incluso descubrir nuevos caracteres diagndsticos.

El estado actual de la técnica sugiere que el micro-CT es una herramienta Util para
estudios anatdmicos, en particular para proyectos comparativos a gran escala y

también para aislar areas especificas o estructuras internas para estudios posteriores.

A pesar de las ventajas obvias que presentan los estudios en 3D, los obstaculos
técnicos hacen que el método no sea utilizado (limitado y caro), y aparte se necesitan
habilidades técnicas especiales para producir y procesar los datos, e incluso con esos
conocimientos, la creacion de la base de datos final (el cibertipo, término acufiado por
Faulwetter) sigue siendo un proceso muy lento.

De acuerdo con FAULWETTER et al. (2013), los conjuntos de datos que estan
destinadas a servir como cibertipo deben cumplir al menos tres supuestos basicos:
debe proporcionar informacién morfolégica y anatdmica con la precisiéon y fiabilidad
proporcionada por el material de tipo fisico, debe estar relacionado con el material
original (no debe verse afectada la integridad morfolégica, anatémica y molecular del
espécimen original) y tiene que ser recuperable y de acceso libre.

Los museos de historia natural, que actualmente administran el patrimonio de
colecciones de biodiversidad a nivel mundial, tendran que asumir la tarea de
desarrollar estandares para la creacion adecuada de cibertipos. Esto incluira la
busqueda de formas de almacenar y documentar estos tipos de datos tan

voluminosos, hacerlos recuperables y asegurar su copia de seguridad y archivado.
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Por lo tanto, el potencial de los estudios anatémicos nunca han sido tan grandes, y las
técnicas de imagenes tridimensionales tienen el potencial para dar un fuerte impulso a
los estudios de poliquetos y allanar el camino para nuevos descubrimientos
(PATERSON et al., 2014).

6.- Conclusiones.

De acuerdo con los resultados obtenidos podemos concluir que el micro-CT es una
técnica muy util en el estudio de poliquetos, ya que nos permite visualizar las
estructuras blandas del animal y poder analizar la anatomia externa e interna sin
necesidad de destruir el material.

El problema de esta metodologia es que no podemos distinguir bien las estructuras
porque no se han desarrollado todavia tinciones especificas. Pese a esto, la
microtomografia se presenta como un avance tecnolégico muy relevante a la hora de
complementar los estudios histolégicos principalmente por no deteriorar la integridad
del espécimen, por ser una técnica rapida y de facil aprendizaje y porque nos permite

visualizar la posicién de las caracteristicas de la muestra sin diseccion.
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