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ABSTRACT
Methods for the collection and study of the Class Holothuroidea. I. Generalities, systematics, ecology, biology
and behaviour.

Studies about holothunansin Spain are scarce and they are reduced to some faunistic or systematic notes.
In this paper some of the methods habitually employed in the different aspects of the systematic (sampling and
preservation, preparation of spicules. calcareous ring, etc.), biologica (reproduction, development, growth,
nutrition and activity) and ecological (evaluation of the populations, incidence of the environmental factors)
studies of this group of echinoderms are presented.

RESUMEN

En Espafia los estudios sobre las holoturias son escasos y se reducen a algunas notas faunisticas o
sisteméticas. En este trabajo se presentan algunas de las técnicas empleadas habitualmente por los investigado-
res en los distintos aspectos de la sistemética (recoleccion y conservacion, preparacion de espiculas, anillo
calcéreo, etc.), biologia (reproduccion, desarrollo, crecimiento, nutricién, actividad) y ecologia (evaluacion de

las poblaciones. incidencia de los factores ambientales) de este grupo de equinodermos.

1. INTRODUCCION

Las holoturias (clase Holothuroidea). con
sus aproximadamente 1.160 especies conocidas
(PAWSON. 1982). constituyen. en contra de las
afirmaciones de DEICHMANN (1954), d se-
gundo grupo en nimero de individuos de los
equinodermos recientes, precedido por la clase
Stelleroidea (estrellas de mar y ofiuras). Esto
puede dar una idea del gran avance que se ha
conseguido en @ conocimiento de estos orga-
nismos en los Ultimos afios. No obstante. hasta
d presente, su estudio ha sido dejado de lado
por zodlogos y ecélogos espanoles, reducién-
dose las escasas notas que sobre é| existen a
trabajos marginales, o a citas de especies in-

cluidas en trabajos faunisticos dispersos en Ia
bibliografia.

Los componentes de la clase estan amplia-
mente distribuidos en todos los océanos, desde
las costas del Artico hasta las mayores profun-
didades. donde constituyen més del 9% 9% de la
fauna abisal. y son particularmente abundantes
en las regiones de arrecifes de coral. H grupo
es exclusivamente marino y esta constituido
predominantemente por formas bentoénicas.
aunque unas pocas especies se han adaptdo a
la vida peldgica. La Importancia ecoldgica de
muchos de estos organismos (en concreto de
los sedimentivosos) esta relacionada con la mo-
vilidad del sedimento (BAKUS. 1968) y todos
ellos (incluidos los filtradores y planctofagos).
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FIGURA 1. Aspecto externo de algunas holotunas representativas: A. Cucumaria (Dendrochirotida); B, Penia-

gone (Elasipodida); C, Paroriza (Aspidochirotida); D, Ypsilothuria (Dactylochirotida); E, Psolus (Dendrochiro-

fida); F, Molpadia (Molpadida); G, Holothuria (Aspidochirotida); H, Euapta (Apodida). (A-F, tomados de
PAWSON & FEL L, 1966; G y H, originales).

External aspect of some representaliveholothunians: A, Cucumaria (Dendr ochirotida); B. Peniagone (Elasipodida);C, Paroriza (Aspidochirotida);D.

Ypsilothuria (Dactylochirotida); E, Psolus (Dendr ochirotida);F. Molpadia (Molpadida); G, Holothuria (Aspidochirotida); H . Euapta (Apodida). (A-F.
from PAWSON & FELL. 1966; G. H originals).



sobre todo en aguas extratropicales, forman
parte de un importante eslabon en la cadena
trofica (PAWSON. 1966. GRAHAM en BAKUS.
1973).

Desde antiguo € hombre ha utilizado algunas
especies de holoturias como alimento. tanto en
la ribera mediterranea como, sobre todo, en los
paises del lejano oriente —China. Indonesia y
Filipinas— donde, una vez secas y ahumadas.
son consumidas bajo € nombre de beche-de-
mer Otrepang, a cual se le atribuyen propieda-
des afrodisiacas. seguramente més por € as-
pecto del animal que por la presencia rea de
alguna sustancia con dichas propiedades
(THEODORIDES, 1980). Asimismo, se han utili-
zado con éxito como integrantes de piensos ar-
tificiales para aves (BAKUS, 1973). En la ac-
tualidad se sabe (véase ALENDER & RUS
SELL. 1966. y THEODORIDES. 1980) que las
toxinas de ciertas holoturias actian como
agentes anticancengenos. La holoturina, una
saponina extraida de algunas holoturias. su-
prime € crecimiento de algunos tumores e in-
crementa la actividad fagocitica de los leucoci-
tos; algunas holotoxinas muestran una alta acti-
vidad in vitro contra vanos hongos.

S bien en € trabajo de NICHOLS (1964), en
d gue se readliza una revisién bastante completa
de los estudios efectuados desde 1955 hasta ese
momento en cuanto a la fisiologia, biologia y
ecologia de los equinodermos, se aprecia una
marcada desventgja de los que tratan sobre
holoturias respecto a los de las otras clases,
desde entonces, y cada vez con méas intensidad,
esos vacios se han ido llenando (para los tra-
bajos anteriores a esta fecha debe consultarse
HYMAN. 1955). Asi. sobre la ecologia y el
comportamiento de las holoturias en general y
de algunas especies en particular pueden verse
trabajos como los de CRUMP (1966). PAWSON
(1966). REESE (1966). BAKUS (1968. 1973).
MASIN & JANGOUX (1976). LAWRENCE &
MURDOCH (1977), SLOAN (1979), SLOAN &
BODUNGEN (1980). MASIN (1980b), GUS
TATO & VILLARI (1977. 1978. 1980). LA-
WRENCE (1980). BRAND & MUNOZ (1980).
ROBERTS & BRYCE (1982). CARNEY & CA-
REY (1982), MUSCAT (1982, 1984), PAWSON
et al. (1982), YOUNG & CHIA (1982). BILLET
& HANSEN (1982, 1984), SMITH & KEEGAN
(1984), VELIMIROV (1984), etc. Diversos as-
pectos de la fisiologia y genética. nutricién, re-
produccion y desarrollo pueden encontrarse en
BOOLOTIAN (1966). LAWRENCE (1972), KIS-
HIMOTO & KANATANI (1980), ENGSTROM
(1980a, 1980b. 1982), JOHNSON et al. (1980).
HOLLAND (1981). SIBUET & LAWRENCE
(1981). CONAND (1981. 1982, 1983). BYRNE
(1982). SIBUET et al. (1982). CHAFFEE (1982).

MOSHER (1982). MASSIN & JANGOUX (1976).
MASSIN (1982a, 1982b), FERAL & MASSIN
(1982), SUZUKI et al. (1982). COSTA et al.
(1982), TYLER & GAGE (1983). TYLER et al.
(1984). JOHNSON et al. (1984), FERAL (1984),
McEUEN (1984). MILLER (1984), McKENZIE
(1984). BYRNE (1984). SILVER (1984), etc.

Este trabajo no pretende ser una revision
exhaustiva de los métodos utilizados por los in-
vestigadores en los distintos aspectos de la sis-
temética. biologia o ecologia de este grupo de
equinodermos; se intenta presentar algunas de
las técnicas empleadas con & animo de facilitar
los estudios sobre holoturias y la esperanza de
que éstos lleguen a ser habituales en nuestro
pais.

2. RECOLECCION DE EJEMPLARES

La metodologia empleada habitualmente para
la recoleccién y estudio del bentos en general y
de los equinodermos en particular es amplia y
variada (véase BELLAN-SANTINI, 1970:
SCHLIEPER. 1972: DART & RAINBOW, 1976:
ROSet al., 1976: HOLME & McINTYRE, 1984).

Las holoturias pueblan todos los mares y to-
das las profundidades, habitando en cualquier
tipo de sustrato ya sea como individuos solita-
rios. ya como gregarios. Esta diversidad de ha
bitats hace que los métodos de captura emplea-
dos sean a su vez muy variados. En d piso
mediolitoral. durante la marea baja, no se pre-
cisan técnicas especiales de recoleccion. En
nuestras aguas pueden encontrarse en esta zona
especies como Holothuria sanctori, H.
mammata, H. dakarensis U H. arguinensis,
ocupando los charcos intermareales, general-
mente situadas a refugio de la luz directa. H
tamizado de la arena en las cubetas mediolitora-
les es (til para la captura de las especies que.
como Leptosynuptu inharrens, viven enterra-
das en los sustratos blandos. A su vez € tami-
zado de algas es apto para otras especies: algu-
nas, como Neocnus incubans. muestran gran
especificidad. enconti-andose tan solo sobre al-
gas del género Cystoseira.

Para la recoleccion en d infralitoral la técnica
més empleada es la inmersion a pulmoén libre o
con escafandra auténoma, siguiendo € sistema
de busqueda abierta (open search) en @ sentido
de DART & RAINBOW (1976).

Los sustratos duros albergan diversas espe-
cies en las oquedades y grietas de las rocas (v.
g. Holothuria sanctori, Pawsonia saxicola). La
pradera de Posidonia oceanica es € habitat
preferido poi- otras especies en d Mediterraneo
(Holothuria tubulosa, H. mammata, H. poli,
H . stellati, etc.). siendo los rizomas de estas



plantas un refugio idea de otras muchas y de
estadios juveniles. En los fondos blandos se
emplean diveisos tipos de dragas y artes de
arrastre. Tales técnicas son las Unicas utiliza-
bles para la recoleccion de especies de profun-
didad (elasipddidos. sinalactidos y algunos esti-
copdédidos).

3. CONSERVACION DE LAS MUESTRAS

La adecuada conservacion de los holoturoi-
deos presenta ciertas peculiaridades. La pre-
sencia de cuerpos calcéreos (espiculas y anillo
calcéreo). que ademas son caracteres taxono-
micos de primer orden. hace que € empleo de
formol resulte incompatible con una adecuada
preservacion. ya que ablanda los tejidos. di-
suelve los escleritos (DEICHMANN. 1954) y
elimina denticulos y protuberancias. de manera
que. con frecuencia. algunos ejemplares que
han sido conservados en formol no pueden ser
determinados con fiabilidad a pesar de que sus
caracteres extemos coincidan en todo con los
de una especie dada (HEROUARD. 1929;
DEICHMANN, 1957; CHERBONNIER, 1965).
No obstante, puede recomendarse el uso de
formol al 10% en agua de mar durante unas
horas 0 unos pocos dias para fijar. y después
enjuagar con agua dulce antes de colocar los
ejemplares en acohol de 70° (FERAL. com.
pers.; WAGSTAFFE & FIDLER en RUSSELL.
1963; BILLET & HANSEN. 1982; MILLER &
PAWSON, 1984).

Otro problema que se plantea deriva de la
gran contractilidad de estos animales y la ten-
dencia de algunos de ellos a eviscerar cuando
son molestados. Segun los distintos autores se
recomienda anestesiar los ejemplares con dife-
rentes tipos de reactivos después de haberlos
colocado en agua de mar limpia durante un
cierto tiempo. con €l fin de que se distiendan.
Algunos de los productos mas utilizados son
cloretona. sulfato de magnesio hidratado. sul-
fato sodico en solucién saturada, éter. etc.
(DEICHMANN. 1954. 1957: CAMPOS-
VILLARROEL & MACSOTAY, 1979). Otra in-
formacion acerca de estos compuestos puede
obtenerse en RUSSELL (1963). En caso de ca-
recer de estos productos. otro sistema que nos
ha dado buen resultado y que es empleado tam-
bién con otros invertebiados marinos (ROS.
1975) es €l de colocar € animal en una cubeta
con agua de mar limpia y someterlo a tempera-
turas préximas a la de congelacion.

Resulta positivo colocar los eemplares en
cubetas con agua de mar limpia y. una vez ex-
tendidos y con los tentaculos fuera. tomarlos
con los dedos por debajo de la corona tentacu-

lar e introducir ésta en acido acético concen-
irado a la vez que se les inyecta alcohol de 90"
por la abertura anal. B &cido acético tiene la
propiedad de penetrar en los tejidos instanté-
neamente. endureciéndolos, por lo que resulta
muy eficaz para matar rapidamente animales
contractiles. Posteriormente el animal es colo-
cado en alcohol de 70° (LO BIANCO (en RUS-
SELL. 1963 y TORTONESE. 1965).

Si la preservacion ha de realizarse en €
campo Y no se dispone de &cido acético u otros

n

Ficura 2. Morfologia externa de una holoturia

(Holothuria (Platyperona)sanctori): A, tentaculo; B,

boca; ¢, membrama bucal; D, suela ventral de pedi-

celos; E. papilas; F, ano. Abgo: esquema mostrando

las diferentes terminologias empleadas para denomi-

nar los radios (A-E y I-V) Qlos interradios (1-5). Ori-
gindl.

External morphology of an holothurian (Holothuria (Platyperona)

sanctori): A, tentacle; B. mouth; C. buccal membrane; D, creeping

sole; E, papilles; F. anus. Bottom: diagram showing the different termi-

nologiesemployed to designate the radii (A-F. and 1-V) and the interra-
dii (1-5). Original.



anestésicos, puede intentarse anestesiar a ani-
mal afiadiendo concentraciones crecientes de
alcohol etilico a agua de mar limpia (DEICH-
MANN. 1954) y. una vez muerto. inyectar al-
cohol de 90° y conservar en alcohol de 70°.

A algunas Cucumaria € alcohol de 90" se les
debe inyectar por € orificio bucal.

Si los gjemplares son de pequefio tamafio,
pueden ser colocados directamente en alcohol
de 70°.

Por dltimo. con algunas holoturias apodas
hay que extremar las precauciones ya que no
s6lo se contraen sino que pueden escindirse en
varios fragmentos.

Si los especimenes se deshidratan por evapo-
racion del alcohol nos ha dado buenos resulta-
dos tratarlos durante un dia con una solucién al
0'5% de fosfato trisédico (MARHUE, 1983).

4. OBSERVACION Y DETERMINACION
DEL, MATERIAL

Una vez conservados los ejemplares. deben
tomarse notas acerca de la morfologia externa:
formageneral del cuerpo. suela ventral. aspecto
del tegumento, coloracion. medidas, presencia
0 ausencia de dientes anales. posicion del ano y
boca. pedicelos. papilas. tentaculos (nimero y
forma), etc., asi como de la anatomia interna:
tubo digestivo. presencia o ausencia de cloaca.
tubos de Cuvier. pulmones. retia mirabilia, go-
nadas, urnas ciliadas, muasculos fanngeos y re-
tractores. ampollas tentaculares. vesiculas de
Poli. canales hidr6foros y madreporitos. etc.
(Figs. 14).

La mayoria de estos caracteres son interesan-
tes para la descripcion de las especies y en todo
caso para reafirmar una determinacion, pero su
extrema variabilidad los hace inservibles como
caracteres taxonomicos en la casi totalidad de
los casos. ROWE (1969). en su revision de la
familia Holothuriidae, llega a la conclusién de
gue para la identificacion de todos los géneros y
especies de holoturias se depende casi entera-
mente de laformay combinaciones de las espi-
culas calcéreas de la pared del cuerpo y pedice-
los. A conclusiones similares llegan PAWSON &
FELL (1965) en su revision del orden Dendro-
chirotida. Asimismo son caracteres taxonomi-
cos laforma de los tentaculos, laforma del ani-
llo calcareo y la distribucién de los pedicelos.

PREPARACION DEL ANILLO
CALCAREO

4.1.

En primer lugar se disecta a animal cortando
el tegumento desde d orificio anal. por la suela
ventral. hasta las proximidades de la corona

tentacular; alli. procurando no romper el anillo
calcéreo que rodea e tubo digestivo a la altura
de la faringe, se secciona circularmente hasta
desprender |a corona tentacular y el anillo del
resto del cuerpo. Cuidando de no estropear la
estructura calcarea y operando a la lupa, se van
desprendiendo las membranas y los tejidos que
lo envuelven hasta dejarlo lo mas a descubierto
posible. Una vez realizada esta operacion se
introduce unos minutos en alcohol etilico abso-
luto para deshidratar. para pasarlo sucesiva-
mente a butanol y a xileno, permeneciendo el
material en cada producto de 5 a 10 minutos.
Con €ello. los tejidos que aun quedaban adheri-
dos se hacen semitransparentes, permitiendo la
observacion alalupa. A continuacion se dibuja
el anillo calcéreo utilizando una cadmara clara.
Una vez estudiado. se reintroduce en alcohol
de 70°. en e que se conserva el ejemplar.

4.2. PREPARACION DE ESPICULAS
Por su importancia como caracter taxono-

mico, cualquier informacion que pueda ex-
traerse acerca de la forma, tamafio. distribu-

o E

FIGURA 3: Princg)ales tipos de tentaculos de holotu-
rias: A, dendroide; B, pinnado; C, digitado; D, pel-
tado; E, peltado-dendroide. Original.

Types of tentacles in holothurians: A. dendritic; B, pinnate; C, digitate;
D. peltate; E. peltate-dendritic. 01ng



cion. variabilidad o diversidad de estos escleri-
tos es importante para asegurar una buena de-
terminacion.

En muchas ocasiones esta informacion es di-
ficil de obtener o es inaccesible. Muchos ejem-
plares que se encuentran en las colecciones han
sido mal conservados y los individuos estan de-
teriorados por no haberles sido inyectado al-
cohol en la cavidad del cuerpo. o sus espiculas
estan deshechas o han perdido detalle por haber
sido guardados en formol.

Algunas explicaciones acerca de la prepara-
cion de espiculas pueden encontrarse en
DEICHMANN (1954, 1957) y en TORTONESE
(1965).

Cuando € tegumento de los individuos es
fino y casi transparente puede ser observado
directamente a microscopio. Nosotros hemos
aplicado la técnica de preparacion del anillo
calcareo en estos casos. obteniendo muy bue-
nos resultados; e método es empleado asi-
mismo por HANSEN (1975) para elasipédidos.
Para ello se toman unos milimetros cuadrados
de tegumento y se colocan extendidos sobre un
portaobjetos. Previamente, y trabgjando a la
lupa, se han eliminado en |o posible las capas
musculares subyacentes. Tras deshidratar con
alcohol absoluto. se aclaran los tejidos con xi-
leno para. seguidamente. montar la preparacion
con basamo del Canada.

Esta técnica permite no solo observar la
forma y clases de espiculas sino que conserva
su distribucién. emplazamiento y disposicién en
el tegumento y mantiene las relaciones entre los
distintos tipos de escleritos (entre anclas y pla-
cas ancorales. por gjemplo).

En algunas ocasiones no basta con que la
dermis sea lo suficientemente fina, ya que algu-
nas especies presentan tal densidad de corpus-
culos calcéreos que se solapan unos con otros
dificultando su reconocimiento. En estos casos,
y cuando € tegumento es demasiado grueso
para ser observado directamente a microsco-
pio. se toman unos pocos milimetros de piel y
se colocan en un vidrio de reloj con unas gotas
de lgjia. calentando hasta la total evaporacion
del liquido. Tras dejar enfriar unos minutos. se
realizan sucesivos lavados con agua destilada.
Las espiculas quedan en el fondo del recipiente
como un polvillo blanco. Después de 5 ¢ 6 la
vados. se deshidrata con alcohol absoluto y con
una pipeta se toma un poco del liquido que con-
tiene las espiculas y se deposita sobre un por-
taobjetos. calentandolo hasta la total evapora-
cion del alcohol. A continuacion se aplica xi-
leno y se monta la preparacion con balsamo del
Canada.

El material de vidrio empleado es colocado
en acido clorhidrico diluido durante algin

tiempo y lavado después con agua destilada an-
tes de volver a utilizarlo. Por razones obvias.
hay que extremar los cuidados con € fin de que
no aparezcan restos de espiculas de una especie
en las preparaciones de otra.

En las fases en las que es preciso calentar es
recomendable no hacerlo de forma violenta o

Ficura 4. Anatomia interna de una holotuna: A,
tentéculo; B, introverto; C, faringe; D, mlsculos re-
tractores; E, vesiculade Poli; F , génada; G, arbol respi-
ratorio; H, intestino; 1, cloaca; J. canal tentacular; K.
anillo calcéreo; L, anilloacuifero; M, canal pétreo; N,
madreponto; O, estdbmago; P. mUsculoslongitudinales;
Q, cand radia; R, pedicelos; S, ano. Original.

Diagram showing the internal anatomy of an holothurian:A. tentacle; B.

introvert; C. pharynx; D, retracior muscle; E. polian vesicle; F,gonad; G.

respiratory trees; H, intestine; 1, . cloaca; J, tentacular canal; K. calca-

reous ring; L, ambulacral or water ring; M, stone canal; N, madreporite;

O, stornach; P. radial longitudinal muscle; Q, radial water canal; R. ube
feet; S, anus. Original.



Ficura 5. Tipos basicosde espiculasde holoturias: A, torres (vista lateral y vista superior): a, corona, b, disco

basal, ¢, travesafoo viga; B, botén; C, cesta; D, roseta; E, placa perforada; F, granulo miliar; G, bastones; H,

bastén en forma de C; I, cuerpo trirradiado; J, cuerpo cruciformeo tetrarradiado; K , ancla; L, plaza ancoral; M,
rueda; N, cuerpo fusiforme. Original.

Basic types of ossiclesin holothurians: A, tables (in lateral and plan view):a crown, b, basal disc, ¢, beam; B, button; C, basket; D. rosette; E, perforated
plate; F, miliary granules; G, rod; H, C-shaped rod; 1.3-radiate body; J. cruciforrnor 4-radialebody; K . anchor; L, anchor plate; M, wheel; N, fusiform
body. Original.
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directamente a la llama. ya que los escieritos
suelen romperse. Las mismas precauciones de-
ben tomarse d manipular d trozo de piel con
las pinzas o las tijeras.

Es conveniente. para cada ejemplar. realizar
preparaciones de espiculas de las diversas par-
tes del cuerpo: tentaculos. papilas. pedicelos.
tegumento dorsal anterior, dorsal posterior.
ventral anterior y ventral posterior. Pan las ho-
loturias dpodas deben hacerse ademas prepara-
ciones de las bandas musculares longitudinales,
ya que suelen tener pequefias espiculas en
forma de bastoncitos caracteristicas para cada
especie.

Si la observacion de las espiculas va a ha
cerse con un microscopio electronico de ba-
rrido, d protocolo es @ mismo. La deshidrata-
cion con acohol absoluto y o lallama se realiza
sobre d mismo vidrio de reloj. Las espiculas se
escogen a la lupa. una a una. con wun dfiler
entomol6gico muy fino y se depositan sobre d
porta del microscopio donde previamente se ha
colocado un papel transparente adhesivo por
las dos caras. Posteriormente se recubren con
wn bafio de oro de aproximadamente 400A de
espesor. Para la realizacion de fotografias sue-
len aplicarse 25 Kv.

En ocasiones pueden encontrarse distintos
estadios de formacion o degeneracion de las es-
piculas en un mismo individuo (véase PEREZ
RUZAFA. 1984. para Euapta lappa). Para dilu-
cidar 9§ se trata de uno u otro caso. IMAOKA
(1977). trabajando con ejemplares de llyodae-
mon fimai, toma tres individuos de tallas dife-
rentes y obtiene para cada uno de ellos datos
como la distribucion de frecuencias de tallas de
las espiculas (ruedas y bastones en su caso).
porcentaje de ruedas grandes y pequefias y bas
tones grandes. @ contenido de calcio total (in-
cluyendo € anillo calcéreo) y la relacion calcio
total / peso del cuerpo.

5. ESTUDIOS SOBRE LA ECOLOGIA, BIO-
LOGIA Y COMPORTAMIENTO

S.I. EVALUACION DE LAS POBLACIO-
NES

En la seleccion de una técnica para estimar la
poblacion de una determinada especie hay que
tener en cuenta ciertos pardrnetros como son su
talla. abundancia. comportamiento, etc., que
afectan a la facilidad con que puede ser encon-
trada bajo € ugua (DART & RAINBOW, 1976).
En sustratos rocosos o irregulares y con wn
gradiente marcado (generalmente batimétrico)
es recomendable @ uso de transectos d estilo
tradicional. Las formas de recuento varian se-
gun los autores; puede seguirse e método de

20

recuentos directos desplazando una vara de
longitud conocida perpendicular a la linea dd
transecto (HARMELIN et al., 1980) o ras
treando sin més una anchura conocida a lo
largo de dicha linea (BRAND & MUNOZ. 1980;
S_.OAN & BODUNGEN. 1980; CONAND. 1982).

A mayores profundidades se utilizan artes de
arrastre contando d numero de individuos co-
lectados sobre un &area conocida (SIBUET &
LAWRENCE. 1981; BILLET & HANSEN. 1982:
CARNEY & CAREY, 1982). H recuento directo
es también utilizado en fondos profundos. pero
|6gicamente requiere d empleo de sumergibles
(PAWSON et al., 1982; SMITH & HAMILTON.
1983).

H sistema de cuadrados orrojados d azar
(BAKUS. 1968) es recomendable para sustratos
més aplacei-ados y con distribuciones de holo-
turias relativamente homogéneas. Algunos au-
tores emplean los cuadrados sobre € arrecife
de coral (DART & RAINBOW, 1976) o colocan-
dolos a intervalos fijos (dependientesde la den-
sidad de individuos) a lo largo de una linea de
transecto (LAWRENCE, 1980).

H recuento de manchas (patch counts) es
aplicable a especies que dejan marcas en € sus-
trato. como areas peladas d ramonear en las
rocas. etc. Este sistema puede utilizarse en d
caso de las grandes holoturias en d sentido de
buscar y contabilizar los rosarios de excremen-
tos. No obstante, presenta dificultades cuando
aparecen poblaciones que no son monoespecifi-
cas. B sistema es valido mas para locaizar a
los gjemplares ocultos en las grietas que para
su recuento.

La utilizacion de un planeador a remolque de
una embarcacion (towing) para € recuento
(DART & RAINBOW. 1976) conlleva problemas
en el caso de la mayoria de las especies de ho-
loturias por su inconspicuidad y por las dificul-
tades que presenta su determinacion en base a
caracteres externos,

E marcado y recaptura presenta inconve-
nientes en los equinodermos; aunque se habia
utilizado en estrellas de mar (DART & RAIN-
BOW, 1976). hasta muy recientemente los in-
tentos de utilizar las distintas técnicas en holo-
turias habian sido infructuosos. En la actuali-
dad se estan realizando experiencias en este
sentido utilizando una pistola para colocar eti-
quetas de las empleadas en la industria textil
(CONAND, 1983). El método. segin el mismo
autor, presenta problemas por diversas razo-
nes. por un lado produce heridas en d tegu-
mento de los animales y, por otro, el porcentagje
de pérdida de las marcas en los individuos jo-
venes es muy elevado y en periodos largos de
tiempo (mas de seis meses) también lo es en los
individuos de mediano y gran tamafio. En



parte. esto se resuelve realizando marcados do-
bles. Las dificultades son ain mayores en espe-
cies que autotomizan las regiones dafiadas de
su cuerpo. Euapta lappa sufre autotomia in-
cluso cuando se utilizan colorantes vitales
(HAMMOND, 1982a).

Otro procedimiento empleado como una me-
dida indirecta de la densidad en los casos de
individuos muy dispersos. o donde las técnicas
de transecto o de cuadrados presentan dificul-
tades, es el de contabilizar las capturas por uni-
dad de esfuerzo, por ejemplo el nimero de in-
dividuos recogidos por buceador y por hora
(CONAND. 1981, 1982).

El empleo de la fotografia submarina en el
estudio del bentos es ya general (LUNDALV.
1971; GEORGE. 1980; LAMIA et al., 1982
HOLME. 1984) y. ya seaen inmersion. con es-
cafandra auténoma. a lo largo de transectos
(YOUNG & CHIA. 1982). ya colocando la ca-
mara en un trineo arrastrado desde una embar-
cacién y cubriendo un area conocida (SIBUET
& LAWRENCE, 1981; BILLET & HANSEN.
1982) o desde sumergibles (SMITH & HAMIL-
TON. 1983), estambién muy Util en el estudiode
las holoturias, sobre todo como técnica comple-
mentaria a los métodos anteriores.

Los valores de biomasa pueden expresarse
en gramos de peso himedo o en calorias. En €
primer caso, y paraevitar la gran variacién que
pueden suponer las distintas cantidades de agua
y sedimento retenidos por los arboles respirato-
rios y tubo digestivo. respectivamente, depen-
diendo de la fase de actividad de los individuos
(CONAND, 1983), algunos autores expresan sus
datos en peso humedo de tegumento o de la
pared del cuerpo después de haber extraido di-
chos 6rganos (LAWRENCE, 1972; ENGSTROM.
1980a; CHOE en CONAND, 1983) (véase 5.3).

El calculo del contenido energético de la pa-
red del cuerpo puede hacerse con un calorime-
tro. afiadiendo a las muestras acido benzoico
para facilitar la combustion (SIBUET &
LAWRENCE. 1981).

Para extrapolar los datos a la poblacién pue-
den calcularse los valores de Kcal para especi-
menes de cada clase de talla segin laespecie. y
utilizar las regresiones entre la talla del cuerpo
y €l contenido calérico (LAWRENCE. 1980). En
cualquier caso, no es aconsejable emplear di-
rectamente valores de conversion que no co-
rrespondan a las poblaciones con las que se
estatrabajando.

52. INCIDENCIA DE LOS FACTORES
AMBIENTALES EN LA DISTRIBU-
CION Y EN LA ACTIVIDAD DELOS
INDIVIDUOS

La influencia de los distintos factores am-

bientales (corrientes dominantes. temperatura,
salinidad del agua. profundidad. naturaleza fisi-
coquimica del sustrato, etc.) en la distribucion
de unaespecie determinada de holoturiao en la
composicion de especies de una region. puede
valorarse midiendo dichos parametros en las
areas sometidas a estudio y estableciendo co-
rrelaciones con la densidad de individuos o la
diversidad de especies en dichas zonas.

De este modo, por ejemplo. CARNEY & CA-
REY (1982) aprecian que los cambios mas sig-
nificativos en la composicion faunistica y diver-
sidad de las holoturias en Cascadia Basin (costa
occidental de los EE.UU.) estan mas estrecha-
mente relacionados con la profundidad que con
la distancia a la costa; PAWSON et al. (1982)
observan que la distribucion de Holothuria len-
tiginosa enodis depende del contenido en mate-
ria organica del sedimento; SLOAN & BODUN-
GEN (1980) encuentran una preferencia de
Isostichopus badionotus por las zonas a abrigo
de las olas y. dentro de éstas. por las arenosas
estables con comunidades epibenténicas o aso-
ciadas a praderas de fanerégamas no demasiado
densas; SLOAN (1979) utiliza un andlisis de la
varianza (ANOV A) para relacionar la presencia
de diferentes especies con los distintos mi-
crohdbitats que se pueden encontrar bajo las
rocas (rugosos. lisos, con retencién de grava o
arena. etc.).

YOUNG & CHIA (1982) observan el compor-
tamiento ante la luz de las larvas de Psolus chi-
tonoides. sometiendo en el laboratorio los dis-
cos de cultivo en los que se desarrollan a ilumi-
nacion unidireccional y fotografiando periodi-
camente dichos recipientes. Las fotos. amplia-
das a tamafio natural. son divididas en sectores
de 20°, y el modelo de distribucion espacial ob-
servado representado en un diagrama que es
comparado con unadisti-ibucion circular normal
mediante una prueba de ¥ .

Asimismo. estos autores observan las res-
puestas u la luz y a la gravedad de las larvas
pentéactula colocando cada una (para eliminar
interacciones entre individuos) en cajas de Petri
completamente llenas de agua y tapadas, es-
tando medio recipiente expuesto a la luz y la
otra mitad en sombra. de modo que las larvas
puedan escoger libremente entre la zona ilumi-
nada o la parte oscura o entre el techo y e
fondo; la posicion a cabo de una hora se anota.

Para el estudio de las respuestas de los adul-
tos. éstos son colocados en tanques con pare-
des opacas a la luz excepto en un extremo, y se
anotan sus movimientos durante algunos dias
mientras estan sometidos a un ciclo de 12 horas
de luz y oscuridad (YOUNG & CHIA, 1982).

Siguiendo a los mismos autores puede estu-
diarse lafijacion de las larvas d sustrato in situ
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mediante cajas de plexiglas provistas de un dia-
fragma de goma en la tapa, por donde pueden
inyectarse las larvas. y de orificios de ventila-
cion en las paredes protegidos por una malla
fina. Las cgjas se fijan d sustrato (roca aplace-
rada) y se sellan mediante tiras de masilla de
epoxido cuidando de no alterar los organismos
del mismo. Las larvas (entre 150 y 200) se
inyectan entonces mediante jeringuillas hipo-
dérmicas. Al cabo de una semana se retiran las
cgjas y se fotografia la distribucion de los indi-
viduos. La superficie de cada sustrato potencial
se calcula a partir de las fotografias superpo-
niendo una lamina transparente punteada regu-
larmente y dividiendo d nimero de puntos que
cubre cada érea por d ndmero de puntos tota-
les. La fraccion obtenida para cada sustrato es
multiplicada por € nimero total de larvas em-
pleadas en & experimento para conocer € nud-
mero de éstas que cabria esperar que se fijaran
sobre este sustrato particular s lo hicieran
azar. El nimero rea de larvas asentadas sobre
los distintos sustratos se contrasta con los valo-
res esperados mediante una prueba de 3 *. En
este tipo de estudios hay que tener en cuenta
que en muchas especies las larvas tienden a
agruparse 0 a asentarse sobre adultos de su
propia especie (YOUNG & CHIA, 1982).

Aparte de actuar sobre la distribucién de los
individuos, algunas caracteristicas del medio
pueden afectar d comportamiento de las espe-
cies. LAWRENCE & MURDOCH (1977) estu-
dian de qué modo la porosidad y € tamafio de
particulas del sustrato actlan sobre la capaci-
dad excavadora de Chiridota rigida. Para €ello
los individuos son colocados sobre distintos
sustratos, naturales o preparados artificial-
mente mezclando guijai-ros y arena en diferen-
tes porcentajes conocidos, y se mide € tiempo
que tardan en enterrarse desde que son deposi-
tados hasta que desaparece la totalidad de
cuerpo excepto los 2 mm posteriores. Dicho
tiempo se expresa como un coeficiente de acti-
vidad:

1.000
tiempo de enterramiento en segundos

H tiempo maximo concedido para que los in-
dividuos se enterraran eia de 15 minutos (900
segundos) y € coeficiente de actividad para los
animales que emplean un intervalo mayor se
consider6 como < 1,1 parae céalculo del coefi-
ciente de actividad medio.

Las caracteristicas granulométricas de los di-
ferentes sustratos se estudian segin los méto-
dos habituales (5.4). Asimismo, la densidad del
sustrato se estima a partir de su volumen y peso
total; y € volumen de los espacios interparticu-

las se estima rellenando una probeta con sus-
trato seco hasta una marca determinada y mi-
diendo € volumen de agua necesario para al-
canzar la misma marca. Con estos datos se es-
tablece la relacion:

volumen de espacios interparticulas
volumen de sustrato

El efecto de otros factores, como las varia-
ciones de temperatura por ejemplo. en d com-
portamiento de las holoturias, ha sido apenas
observado bao condiciones experimentales y
para unas pocas especies. aportdndose datos
como la temperatura a la que € animal deja de
desplazarse o la temperatura a la que cesa in-
cluso la actividad de los tentdculos (BAKUS.
1968. 1973).

5.3. REPRODUCCION. DESARROLLO Y
CRECIMIENTO

La mayoria de los estudios efectuados en
este campo estan dirigidos hacia un mayor co-
nocimiento de los ciclos de vida y € desarrollo
de aquellas especies que presentan interés co-
mercial.

E seguimiento de una poblacion con €l fin de
estudiar su biologiay los ritmos de crecimiento
presenta especiales dificultades en d caso de
las holoturias. CONAND (1983) repasa las prin-
cipales técnicas empleadas con este fin en los
organismos marinos y los inconvenientes que
surgen de su aplicacion a estudio de los
cohombros de mar. Los métodos de marcado
(véase 5.1) aportan informacion acerca del cre-
cimiento, las migraciones y desplazamientos de
los individuos, pero la frecuente pérdida de las
marcas induce a errores en las estimas de mor-
talidad d interpretar las tasas de recaptura.
Otra técnica empleada habitualmente consiste
en seguir € crecimiento de individuos previa-
mente encerrados en cagjas. ya sea en su habitat
natural (EDWARDSyY CHOE en CONAND. 1983)
0 en acuarios. Las observaciones en |laboratorio
presentan € inconveniente de que muchas es-
pecies dejan de alimentarse, con la consiguiente
pérdida de peso.

La lectura de estrias de crecimiento se ha
intentado en las piezas de los anillos cal careos,
pero sin éxito. EBERT (en CONAND, 1983) efec-
tué un marcaje con tetraciclina en Holothuria
atra. estudiando las lineas de fluorescencia que
aparecian en dicho anillo; sin embargo, no
siempre parecen obtenerse buenos resultados
(CONAND, 1983).

Un problema adicional que sui-ge en todos los
estudios sobre la biologia de estos organismos
es la dificultad de medir la longitud y gi-osor de



los individuos y de establecer clases de talla
debido a su enorme contractilidad. Asi,
SLOAN (1979) prefiere utilizar biomasas como
medida de tamafio antes que medidas lineales y
TYLER & GAGE (1983) renuncian a extraer
conclusiones sobre la estructura de la poblacion
a partir de especimenes fijados de Ypsilothuria
talismani debido a la forma irregular que pre-
sentan.

Habitualmente se emplean reglas de mano
mas o menos flexibles. midiéndose la longitud
total, dorsalmente. desde la boca d ano. Por lo
general. cada autor lo resuelve a su manersy in-
tentando que las medidas sean lo mas objetivas
posible. ENCSTROM (1983) seca previamente
sus pequefios especimenes de Cucumaria lu-
brica enrolldndolos en toallas de papel durante
cinco minutos. El mismo autor (ENGSTROM.
1980a), estudiando los ciclos reproductivos de
Holothuria floridana y H. mexicana, mide la
longitud de s u individuos cuando éstos presen-
tan la méxima contraccién después de haber
sido disectados y de haberles extraido las gona-
das.

YINGST (1982) mide también la longitud tota!
4 la anchura sobre las holoturias contraidas,
pero lo hace in situ, bajo el agua. y conside-
rando como maxima conti-accién la mayor al-
canzada después de haberlas «estrujado».

HAMMOND (1982a) utiliza como longitud la
media de varias medidas realizadas también en
inmersion. pero procurando no molestar a los
ejemplares a medirlos con el fin de que no se
contraigan.

B peso. a su vez. puede expresuarse COmMo
peso himedo total 0 como peso escurrido (tras
extraer € agua de la cavidad del cuerpo y €
liquido celomico) (CONAND. 1981: ENGS-
TROM. 1982). Algunos autores prefieren utilizar
el peso humedo del cuerpo. pero entendiendo
por tal e peso humedo del animal tras extraer
d tubo digestivo y los arboles respiratorios para
evitar las variaciones debidas a la arena y d
agua contenidas en ellos respectivamente
(ENGSTROM. 1980a). 0 lo que CONAND (1981)
denomina peso destripado. extirpando ademas
las génadas.

El peso gonadal es expresado como peso
himedo y su volumen como los ml de agua
desplazados al ser introducidas en un cilindro
graduado.

Con estas medidas se establecen las corres-
pondientes distribuciones de frecuencias y se
analizan las relaciones entre los caracteres,
considerados como variables independientes.
mediante andlisis de regresion y correlacion.

En Parastichopus parvimensis, YINGST
(1982) encuentra correlaciones altas entre d in-

dice de tallas (S1 = longitud x anchura X 0.01)
y € peso humedo del cuerpo y con € volumen
desplnzado.

Como indice gonadal puede usarse la relacion
entre € peso gonadal y el peso escurrido (CO-
NAND. 1981. 1982) o, lo que seria similar,

peso gonadal

X1
peso gonadal + peso corporal ®
(ENCSTROM. 1982). 0 hien
volumen gonadal X 100

peso total del cuerpo
(ENGSTROM. 1980a).

Con los indices gonadales se obtiene una
primera idea de la periodicidad de los ciclos
reproductores que posteriormente se confirman
con los estudios histolégicos (ENGSTROM.
1980a).

Algunas consideraciones acerca del empleo
de los indices gonadal es pueden encontrarse en
GRANT & TYLER (1983a). Asimismo. y en
particular para los equinodermos. GRANT &
TYLER (1983b) proponen la medida de las ta-
llas de los oocitos como el mejor método para
el estudio de dichos ciclos reproductivos.

La recogida de material se realiza periddica-
mente (de mensual a cuatrimestral). Conviene
tomar también datos de la temperatura y salini-
dad del agua de mar ya que |los periodos repro-
ductores pueden estar influidos por cambios en
dichos pardmetros (ENGSTROM, 1980a). Los
ejemplares son transportados a laboratorio en
agua de mar, con cloruro magnésico para rela-
jarlos, y guardados toda la noche en depdésitos
frios a 4°C (CONAND. 1981) o bien se fijan en
formol a 8 % y son transferidos a alcohol de
70° después de una semana (TYLER & GAGE.
1983).

Para € estudio del comportamiento reproduc-
tor puede interesar mantener los ejemplares en
grandes acuarios con un sistema de flujo de
agua de mar (HOLLAND. 1981: ENCSTROM.
1982).

El sexo de las gonadas maduras puede ser
determinado visualmente en algunos casos
(CONAND. 1981. 1982: ENCSTROM. 1982). En
general, en los aspidoquirdétidos los ovarios sue-
len presentar tibulos mas cortos y gruesos
con color rosado. anaranjado o rojo y con fre-
cuencia los oocitos se pueden ver a través de
las paredes del ovario. Los testiculos son mas
blanquecinos o de color crema claro.

En los casos en que € estudio histolégico
requiera mas tiempo del disponible, CONAND
(1981) emplea métodos similares a los utilizados



TABLA | Algunastincionesy técnicashistoquimicasaplicadasa estudiosreproductivos ynutricionalesen

holoturias

Some staining and hystochemical techniques applied to reproductive and nutritional studies in holothurians

DEMDSTRACION O AUTOR OUE LA
VISUALIZACION O TECNICA APLICADA OESCRIPCION DE LA TECNICA APLICA TIPO OE ESTUOIO ESPECIE
Estructura ge- Tricromico de Masson BANCROFT & STEPHENS, COSTELLOE & Estructura tentacular Aslia lefevrei

neral de los
tejidos

Proteinas

Localizacion de
pra.einas

Proteinas ba-
SICuS

Proteinas aci-
Gas

lMucoproteinas

( -bohidratos

Van Gieson
Hematoxilina-eosina

Hematoxilina-eosina
Tricromico de Mallory
Hematoxilina-floxina-verde luz

Azul alcian oxidado-hematum-
floxina

Azan de Heidenhain

Reaccion de Millou

Tetrazorreaccion

Tetrazorreaccion precedida de
una benzoflacion

Digestion de tripsina y pep-
sina

Azul de bromofenol mercurio
(acuoso y alcohol)

Y Marrén Bismark

S Amarillo Naftol

1977
"

BAKER. 1956

Método de Danielli y método
de Burstone en LISON, 1960;
GABE, 1968 y GANTER & JO-
LLES. 1969

LISON, 1960; GABE, 1968;
GANTER & JOLLES. 1969

GURR, 1958

MAZIA et al., 1953

GURR, 1958

OEITCH, 1955

kcido periddico de Schiff (PAS) HOTCHKISS, 1948

Acido periédico de Schiff {PAS)

KEEGAN, 1984

» n
TYLER & GAGE, Histologia de las génadas
1983

ENGSTROM,

1980 a

TYLER & GAGE. "

1983

MASSIN, 1980  Morfologia funcional del tubo

digestivo

KRISHNAN, 1968 Histoquimica de las génadas.
tubo digestivo y pared del
cuerpo en relacién con los ci-
clos reproductivo y nutricional
Morfologia funcional del tubo
digestivo

MASSIN, 1980

KRISHNAN. 1968 Histoquimica de las gdénadas.
tubo digestivo y pared del
cuerpo en relacién con los ci-
clos reproductivo y nutricional

" »

» »
TYLER & GAGE, Histologia de las génadas
1983

»
Ypsilothuria talismani

Holothuria floridana y
H. mexicana
Ypsilothuria talismani

Holothuria tubulosa

Holothuria scabra

Holothuria tubulosa

Holothuria scabra

W
Ypsilothuria talismani
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N

Aldehidos libres

Aldhehidos 'y
grupos éacidos
sulfénicos
Glucdgeno

Localizacién de
glucégeno

Grupo glicol 1:2

Gluco y muco-
proteinas

Mucopolisaca-
ridos neutros

Mucopolisaca-
ridos &cidos

Mucopolisacé-
ridos  &cidos
sulfatados

Azul alcian {pH 0'5 y pH 2'6)
Azul alcian {oH 0'5) con amarillo
alcian (pH 26)

Azul alcian {pH 2'6) precedido
de una metilacién y una sapo-
nificacion

PAS precedido de dimedona. de
tialinay de una acetilacibn reversi-
ble

Azul alcidn (pH 2'6) acoplado aPAS

PAS sin oxidacion

Fucsina aldehido

PAS después de una diges-
tion salivar y diastasa

Carmin de Best después de
tratamiento con diastasa

PAS después de extraccion
con metanol-cloroformo, a la
piridina caliente

PAS

PAS

Azul alcian

Azul alcian

Azul alcian

Prueba de extincion del azul
de metileno

LISON, 1960; GABE,
GANTER & JOLLES, 1969

PEARSE, 1961

PEARSE, 1961

PEARSE, 1961

PEARSE, 1961

L
PAS después de una acetila-
cién y deacetilacion con KOH
0"IN a temperatura ambiente

McMANUS & CASON, 1950

GERSH, 1949

STEEDMAN, 1950 (en PEARSE,
1961)

DEMPSEY & SINGER, 1946

(en GURR, 1958)

1968;

MASSIN, 1980

Morfologia funcional del tubo

digestivo

KRISHNAN. 1968 Histoquimica de las génadas,

COSTELLOE &
KEEGAN, 1984
ROBERTS // &
BRYCE, 1982

KRISHNAN. 1968

COSTELLOE &
KEEGAN, 1984
ROBERTS &
BRYCE, 1982

KRISHNAN, 1968

tubo digestivo y pared del

cuerpo en relacién con los ci-

clos repraductiva y nuticional
»

Digestivo (estructuras glan-
dulares)
Estructuras tentaculares

Histoquimica de las génadas,
tubo digestivo y pared del
cuerpo en relacién con los ci-
clos reproductive y nuiicional
Digestivo (estructuras glan-
dulares)

Estructuras secretoras tenta-
culares

Histoquimica de las gdnadas,
tubo digestivo y pared del
cuerpo en relacién con los ci-
clos reproductive y nuticional

Holothuria tubulosa

Holothuria scabra

Aslia lefevrei

Holothuria spp, Actinopyga
echinites, Stichopus sp.

Holothuria scabra

Aslia lefevrei

Holothuria spp, Actinopyga
echinites, Stichopus sp.

Holothuria scabra



Metacromasia
p-Metacromasia

Lipidos

Lipidos y lipo-
proteinas

Grasas neutras
Fosfolipidos
Lipidos  que
contienen en-
laces insatu-
rados

Acidos ribo- y
desoxirribonu-
cleicos
Localizacién de
ARN y ADN
ADN

Hierro

Azul de toluidina
Azul de toluidina 0'1%

Azul de toluidina en solucion
acuosa al 5%

Sudan negro B en acetona

Sudén negro B en piridina ca-
liente y extraccion posterior
con metanol-cloroformo
Sudan negro B acetilado pre-
cedido o no de extraccién ala
piridina

Ziehl-Neelsen

Sudén negro B en alcohol

Qil red O
Sulfato azul Nilo

Reaccion del &cido perférmi-
co de Schiff {PFAS)

Verde-metilo-azul de toluidi-
na/pironina (MGTBP)

MGTBP después de tratamien-
to con ribonucleasa y 4cido
tricloroacético

Reaccién de Feulgen

Técnica de Perls

PEARSE, 1961 »
— ROBERTS &
BRYCE, 198

»
Estructuras tentaculares

2
_ TYLER & GA- Histologia de las gonadas

GE, 1983

PEARSE, 1961

EDGAR & DONKAR, 1957 (en »
PEARSE. 1961)

LISON, 1960; GABE, 1968; MASSIN, 1980

GANTER & JOLLES, 1969

KRISHNAN, 1968 Histoquimica de las génadas,
tubo digestivo y pared del

cuerpo en relacion con los cr
clos reproductivo v nutricional

Morfologia funcional del tubo
digestivo

»

McMANUS. 1946 (en PEARSE, KRISHNAN, 1968 Histoquimica de las goénadas,
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en peces para definir d estadio de madurez se-
xual de los individuos u partir de los caracteres
macroscopicos de forma, color y consistencia.
combinados con observaciones d mici-oscopio
optico de fragmentos de génadas conservadas
en formol tamponado a 7 %.

Para los estudios histolégicos. las gonadas.
una vez extraidas, son fijadas en Bouin. Des
pués de dos semanas las piezas se lavan con
acohol etilico a 50-70 %. Para acelerar la ex-
traccion del acido picrico se afiaden unas gotas
de soluciéon acuosa saturada de carbonato de
litio. Luego, tras aclarar con xileno, se incluyen
en parafina (ENGSTROM. 1980a).

Cuando las gonadas resultan demasiado fria-
bles, latotalidad del animal puede ser decalcifi-
cado en Bouin durante una noche. lavado pos-
teriormente en concentraciones crecientes de
alcohol, aclarado con xileno e incluido en para-
fina (TYLER & GAGE. 1983).

Para observaciones generales, secciones de
un grosor de 7 a 8 um pueden tefiirse con
hematoxilina-eosina (ENGSTROM. 1980a;
TYLER & GAGE. 1983). Otras tinciones desti-
nadas a evidenciar componentes especificos
pueden verse en TYLER & GAGE (1983). Asi-
mismo. para estudios histoquimicos durante €
ciclo reproductor, tales como deteccién de pro-
teinas, carbohidratos, glucégeno. lipidos. ARN
y ADN. etc.. KRISHNAN (1968) utiliza hasta 25
técnicas en Holothuriu scabru (véase tabla 1).

Las técnicas bésicas empleadas en histologia
e histoquimica, mas detalladas y con otras al-
termnativas a las aqui expuestas. pueden encon-
trarse en los manuales sobre d tema (PEARSE.
1960; PANTIN. 1968: BURCK. 1969, etc).

A partir de estas obsei-vaciones pueden ela-
borarse un poco més los datos. Para d célculo
del indice de talla a la que se alcanza la primera
madurez sexua puede representarse € porcen-
tagje de individuos maduros frente a las clases
de talla, trazdndose una curva entre las clases
detallaen lassqued 0% y d 100 R. respecti-
vamente. de los individuos han acanzado la
madurez. toméndose como dicho indice la talla
a la cual @ 50 % de los individuos son sexual-
mente maduros (CONAND, 1981, 1982). Como
la misma CONAND (1981) apunta. este método
asume que la poblacion esta constituida por una
unica clase de edad. o bien que en una pobla
cion que contenga varias clases de edad los
animales maduros mas vigjos seran mayores
que los que alcanzan dicha madurez por pri-
mera vez. Otros autores se limitan a indicar la
talla del individuo maduro de menor tamafio
(ENGSTROM, 1980a; CHOE en CONAND, 1982)
o la talla a la que los individuos han al canzado
generalmente la madurez (FRANKLIN y HA-
RRIOT en CONAND. 1982).

CONAND (1981) utiliza como indice de fe-
cundidad @ cociente entre & peso medio del
ovario en d estado de madurez sexual previo d
desovey d cubo del didmetro de los oocitos.

El porcentaje de reduccion en el peso corpo-
ral como consecuencia del desove viene dado
por la diferencia entre e indice gonadal antes
de desovar y d indice gonadal postdesove
(ENGSTROM. 1982). Los porcentajes de indivi-
duos maduros en cada mes dan asimismo una
idea del ciclo reproductivo (CONAND, 1981).

H desarrollo laivario se estudia en acuarios
en d laboratoi-io. Los huevos se recogen en d
campo en estaciones de puesta seleccionadas d
efecto estimando por un lado € porcentaje de
individuos que incuban sus huevos en su caso.
0 € numero de huevos por hembra. que puede
estar relacionado con d tamafio del cuerpo;
para ello son recogidos cuidadosamente me-
diante una pipeta e introducidos en recipien-
tes— (ENGSTROM. 1982). 0 bien los ejemplares
son recogidos y Nevados a laboratorio. El es-
trés originado por ia recoleccién y manipula
cion induce d desove. Una vez producido éste,
los huevos son transferidos mediante pipetas a
un vaso de precipitados con 500 m) de agua de
mar. donde se dejan depositar (HOLLAND,
1981).

Este autor encuentra que los huevos sin ferti-
lizar de Stichoyus tremulus han de ser enfriados
a razon de 1°C/minuto hasta alcanzar una tem-
peratura de 7.5°C antes de ser inseminados con
esperma extraido de un testiculo previamente
disectado para que sean viables y no se produz-
can polispermias. Una vez que se ha producido
la fertilizacion (transcurridos algunos minutos).
los huevos se lavan y se transfieren a una ban-
deja poco profunda con dos litros de agua de
mar que es renovada cada pocas horas. H de-
sarrollo tiene lugar a temperatura constante de
7.5°C + 0,5°C. Bgo estas condiciones, HO-
LLAND (1981) obtiene un 90 % de eclosiones
normales.

En d momento de la eclosion pueden to-
marse datos acerca del aspecto de las fases ju-
veniles. tipo de fase larvaria, tiempo transcu-
rrido desde @ desove. etc., 0. si d trabajo se ha
efectuado en @ campo. @ porcentaje de jovenes
eclosionndos en cada época de afio. etc.

Para su estudio histologico, HOLLAND
(1981) toma huevos antes de la fertilizacion y
huevos y larvas en las distintas fases de desa-
rrollo a diferentes intervalos (1. 2'. 5', 9'. 15",
1h,4h,425h, 7h, 10h, 13 h, 16 h, 21 h, 25 h,
30h,37h,45hy 57h)

Aplicando los métodos de microscopia elec-
trénica (JOHANNESSEN. 1978: HAYAT. 1981),
utilizados también para otros equinodermos
(BURKE. 1980; FALK-PETERSEN. 1983). los



embriones y larvas se fijun en tetroxido de os-
mio d 2% en agua de mar y posteriormente
son deshidratados en acohol. incluidos en
Spurr o Epon, seccionados a 500 A y contras-
tados con citrato de plomo (REYNOLDS. 1963).

Para d estudio con microscopio electronico
de barrido (SEM). los huevos y larvas. tras la
deshidratacién, son transferidos a amilacetato
para ser secados con d método del punto cri-
tico. montados sobre el porta y revestidos con
oro. Durante € procesamiento se puede produ-
cir encogimiento y disminucién del diametro de
los especimenes. y la fijacion puede eliminar la
capa gelatinosa y estrechar la anchura del espa-
cio perivitelino poi- lo que estas estructuras.
siempre que sea posible, deberian medirse in
vivo (HOLLAND, 1981). La capa de gelatina se
hace visible d microscopio Optico afadiendo
tintachina d agua de mar que contiene los hue-
vos y embriones vivos (HOLLAND. 1981).

5.4. NUTRICION

Una gran parte de los trabajos sobre la nutri-
cion de las holoturias se han dirigido hacia las
especies sedimentivoras. refiriéndose princi-
pamente a la capacidad de seleccion del ali-
mento. tasas de ingestion y reciclado y compor-
tamiento alimentario en genei-a.

Para los estudios mas sencillos se capturan
los animales mediante buceo y se recogen
muestras del sedimento superficial o subsuper-
ficial cercano. dependiendo de que los especi-
menes sean epi- 0 infaunal es (aproximadamente
I cm de espesor para los primeros y del orden
de los 5 cm bajo la superficie para los segun-
dos): se recogen asimismo las heces adyacentes
a cada individuo para su posterior estudio en €
luboratorio. Algunas especies como Euwapta
lappa no protegen sus heces con una cubierta
de mucus. por lo que en mar abierto es impoai-
ble recogerlus antes de que se dispersen
(HAMMOND. 19824).

Para las especies excavadoras que forman em-
budos de sedimento alrededor de su regidn oral
para alimentarse, conviene recoger las muestras
de los 3 cm superficiales d lado del extremo
anterior del animal (HAMMOND. 1982b).

Ya en d laboratorio. los animales son disec-
tados inmediatamente y se les extrae d sedi-
mento contenido en € intestino anterior. intes-
tino medio e intestino posterior, S se quieren
estudiar las modificaciones sufridas por d se-
dimento a su paso por las distintas regiones del
tubo digestivo (MASSIN. 1980b: YINGST. 1976.
1982: HAMMOND. 1983) 0 bien solo del intes-
tino anterior (los primeros 10 cm mM&s 0 menos)
9 solo se desea determinar la capacidad de se-
leccionar d alimento (HAMMOND, 1982b).

A la hora de recolectar los ejemplares con-
viene conocer previamente, de un modo gene-
ral. sus hébitos alimentarios en d sentido de
que. mientras que algunas especies se alimen-
tan durante todo d dia de un modo continuo.
como Holothuriu tubulosa (MASSIN & JAN-
GOUX. 1976). otras lo hacen so6lo o mas acti-
vamente d atardecer o por la noche (CRUMP.
1966; HAMMOND. 1982b. 1983). a la vez que
otras. como Cucumaria elongata, interrumpen
su alimentacion durante ciertas épocas del afio
(FISH en BAKUS. 1973).

Si las muestras de sedimento no han de ser
estudiadas inmediatamente, es posible conser-
varlas congeladas durante varias semanas
(KRIPOUNOFF & SIBUET, 1980; YINGST,
1982; HAMMOND, 1983). Sobre cada muestra
pueden realizarse recuentos de poblaciones
bacterianas (SIBUET et al., 1982) y de meio-
fauna (HAMMOND. 1981, 1983; SIBUET et al.,
1982). etc.

Para d analisis granulométrico. las muestras
son lavadas con agua destilada con d fin de
eliminar las sales y favorecer la dispersion; pos-
teriormente son tratadas con lejia 0 agua oxige-
nada para destruir la materia organica. de
nuevo lavadas con agua destilada v. por ultimo.
secadad a 100°C (YINGST, 1982) 0 a menos de
50°C dui-ante 48 horas para evitar que se agre-
guen los granos del sedimento (HAMMOND,
1981. 1982b; ROBERTS & BRYCE, 1982). Las
distintas fracciones, gravas (& > 2 mm). arenas
2mm > =50 pm)y limos y arcillas (& < 50
pm) segin € método inteinacional, o cualquier
otra divison més o menos aleatoria. se separan
tamizando y son pesadas para expresar los re-
sultados. finalmente, como porcentaje de la
muestra total; estos valores se representan sobre
papel semilogaritmico o0 estandar para graficas
sedimentoldgicas. segin los métodos emplea-
dos habitualmente en granulometria.

Para la separacion de las fracciones limo (2-
50 pm) y arcilla (g < 2 pm) las técnicas mas
utilizadas son d densimetro de Bouyoucos y €
método de la pipeta de Robinson. Para cantida-
des de muestra pequefias. que es lo habitua en
d caso de contenidos intestinales. sélo es re-
comendable por su mayor precision € empleo
de la pipeta. considerando ademas que ésta
Unicamente puede operar para concentraciones
superiores a 20 g de sedimento/l de agua
(MARSHALL & HOLMES. 1979).

HAMMOND (1981. 1982b) emplea para d cri-
bado un tamizador sdnico. separando las frac-
cionesaintervalos de 0.5 a4.5 um de diametro.

Para cada muestra o grupo de muestras (se-
dimentos. contenido intestinal o heces) se cal-
cula d diametro medio y la desviacion tipica.

B agua retenida por d sedimento corres-



ponde a porcentaje de humedad segin la ex-
presion: (I — Ps/Ph) x% 100. donde Ph es el peso
himedo y Ps es e peso seco tras secar hasta
peso constante a 105°C (MASSIN. 1980b).

El porcentaje de materia organica total puede
calcularse como e peso perdido tras someter la
muestra seca a 475°C durante 56 horas (MAS-
SIN. 1980b: YINGST. 1982):

% de materia organica total =

peso seco cenizas
peso seco

Para @ carbono orgénico y nitrégeno. HAM-
MOND (1983) utiliza e método de las dos tem-
peraturas segin Telek y Marshall, con un anali-
zador Colman y empleando 0.5 g de sedimento
homogeneizado. secado previamente hasta peso
constante a 90°C.

YINGST (1982) seca hasta peso constante a
100°C y determina el N, mediante el método
Kjeldahl, y parael C utiliza un analizador gaso-
métrico tomando como medida la diferencia en-
tre € C total y € C obtenido en el andlisis del
carbonato contenido en la muestra.

La mayoria de los métodos expuestos para €l
tratamiento y estudio de los sedimentos pueden
encontrarse en los tratados habituales de Edafo-
logia (SOIL CONSERVATION SERVICE, 1973
CHAPMAN & PRATT. 1973: RIVIERE. 1977:
MARSHALL & HOLMES, 1979) o en PARKER
(1983) y BUCHANAN (1984). parael caso espe-
cifico de sedimentos marinos.

De las comparaciones sencillas de los para-
metros anteriormente vistos en los distintos
grupos de muestras pueden obtenerse conclu-
siones acerca de la posible seleccion en la in-
gestion de un rango determinado de diametros
de particulas 'o de sedimento rico en materia
organica. € efecto del paso por € tubo diges-
tivo ejercido sobre dichos didmetros y los con-
tenidos en materia organica, carbono o nitro-
geno. etc. Dichas comparaciones pueden efec-
tuarse mediante la prueba de la t de Student
(YINGST. 1982).

La eficiencia en la asimilacion de la materia
organica puede determinal-se mediante la rela-
clon:

=( - ) x 100

contenido organico del sedimento

k — X 1009
contenido orgéanico de las heces

(BRAND & MUNOZ, 1980). o bien mediante €l
indice de Conover (YINGST. 1976: HAUKS
SON. 1979):

(F - E)
- X 100
(1-E’) (F)

(CONOVER. 1966). donde

peso seco sin cenizas
peso seco

F =

para e alimento ingerido. y

peso seco sin cenizas
peso seco

E =

para las heces.

Debe tenerse en cuenta que cuando se com-
para entre la materia organica contenida en los
sedimentos. en el digestivo y en las heces. hay
que considerar que los valores obtenidos para
estas Ultimas pueden estar ligeramente incre-
mentados por la cubierta de mucus que presen-
lan en muchas especies (YINGST. 1982).

YINGST (1976) estudia en Parastichopus
parvimensis la eficiencia en la utilizacion de los
distintos componentes alimenticios que forman
la materia orgéanica disponible en el sedimento
bentonico y en las rocas (detritos vegetales. de-
tritos animales. diatomeas y algas flageladas.
cianoficeas. bacterias. hongos. etc.), prepa-
rando mezclas de sedimento con cada uno de
estos componentes por separado, marcados
previamente con 'C.

Los detritos vegetales se obtienen a partir de
algas cultivadas en un medio que contiene 30
pC/l de NaH'*CO,. y que, una vez lavadas
para eliminar el "*C extracelular y reducidas a
polvo. son resuspendidas en agua de mar con
bacterias hasta su descomposicion.

Los detritos animales se obtienen de la caine
descompuesta por bacterias de un cangrejo ali-
mentado con algas marcadas con '*C. Asi-
mismo se obtiene diatomeas y algas flageladas.
bacterias y cianoficeas. cultivandolasen medios
marcados con '“C. Los hongos se obtienen de
cultivos de diatomeas muertas previamente mar-
cadas con Na'“CO,.

Las distintas fracciones se lavan para ¢limi-
nar € '*C extracelular y se esterilizan antes de
ser anadidas a porciones de 50-100 g de sedi-
mentos previamente esterilizados. secados ¥
tamizados para eliminar pai-ticulas mayores de
2 mm.

El experimento se desarrolla en el laborato-
rio, en contenedores de pléstico divididos en
dos mitades comunicadas por un orificio que
Illeva un filtro de 0.45 pm. En una de las mita-
des se coloca € sedimento preparado y un indi-
viduo de la especie estudiada y en laotra mitad
un individuo de la misma especie que sirve de
control.

Las heces son retiradas de la cubeta a menos
tres veces a dia para evitar que sean comidas



de nuevo o que contaminen €l medio. Al finali-
zar la experiencia (12 horas después de que se
produzcan las primeras bolitas fecales) se to-
man dos muestras de agua de 0.5 ml de ambos
lados de la cubeta y dos muestras de fluido4
corporales de ambos animales y se colocan di-
rectamente en frascos con 5 ml de coctel de
centelleo. El sedimento y alimento que queda
en las cubetas es recogido. lavado. secado y
pesado.

Los animales son transferidos a agua de mar
limpia durante 24 horas para permitir el vaciado
del tubo digestivo. Las heces recogidas durante
este tiempo se agrupan con las recogidas du-
rante el experimento y son lavadas. secadas y
pesadas.

Los animales son disectados y sus distintos
organos congelados por separado para su alma-
cenaje, posteriormente descongelados. pesados
y homogeneizados. Dos alicuotas de cada ho-
mogeneizado se pesan y se preparan parael re
cuento de centelleo.

El sedimento no comido. muestras de la
mezcla de sedimento y alimento colocada ini-
cialmente y las heces recogidas durante el ex-
perimento se reducen a consistencia uniforme
con un mortero y se toma una alicuota de cada
uno de estos materiales, se colocaen frascos de
peso conocido y se pesa. En cada frasco se
afiaden 0.5 ml de NCS (un solubilizador de teji-
dos) y se incuban a 50°C durante 24 horas.
Antes de contar se afiaden 5 m] de coéctel de
centelleo a cada frasco con muestra.

L as cantidades de las diferentes fracciones de
alimento ingeridas (1) y asimiladas (A) vienen
dadas por las expresiones:

1 = [(Bx — Bc) wtx + (Bfx - Bfc) volBfx +
+ F|

A=1-F,
donde

x es €l animal de experimentacion.

c es el animal que sirve de control,

B es la radioactividad en los tejidos corporu-
les en (cpm/g peso seco)

wt es €l peso seco expresado en gramos del
animal.

Bf es la radioactividad en los fluidos corpo-
rales (cpm). y

F es la radioactividad en la materia fecal
(cpm).
siendo la eficiencia en la asimilacion para cada
tipo de alimento:

U, (%) = 100 x Al

L os efectos de la reingestion de las heces so-
bre un trabajo de este tipo. las limitaciones del
método para el calculo de la eficacia en la asi-
milacion (método de CONOVER (en YINGST.
1976). que asume que no existe asimilacion de
materiales inorganicos) y las limitaciones del
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empleo de radioisotopos en el célculo de dichas
eficiencias. son discutidos por YINGST (1976)
en su trabgjo.

La selectividad en el tamafio de particulas
puede valorarse con la férmula de Ivlev (en
ROBERTS & BRYCE. 1982: YINGST. 1982):

(r. - pJ)
(r, + P)

E = . donde

E es e valor de selectividad.

r,. € porcentaje de particulas de la clase de
talla de didmetros i encontradas en € intestino
delasholoturias, y p, esel porcentaje de particu-
las de la clase de tallai en el sedimento.

E vanade -1a t1. Si E=0, se considera
gue no hay seleccién, s E<0, se consideraque
hay una contraseleccién o rechazo de una clase
de tallas determinada y si E>0, es que existe
seleccion de una clase de talla.

No obstante. HAMMOND (1982b) recomienda
la no utilizacién de dicho indice por considerar
gue confiere excesiva importancia a pequefias
diferencias entre los extremos de una distribu-
cion de frecuencias de talla y minimiza el signi-
ficado de diferencias en la porcion central. por
lo que su aplicacién a variables continuas.
como el tamafio de grano. puede conducir a re-
sultados andmalos de dificil interpretacion. En
este mismo trabajo. este autor repasa la utilidad
y recomienda el empleo de los distintos estadis-
ticos sedimentoldgicos estandar para estudios
de este tipo. como las diferencias de tamario de
grano medio (FOLK en HAMMOND, 1982b).
pero evaluando con referencia a otras caracte-
risticas de la distribucién de frecuencias de ta-
Illa. Ademés. los métodos resultan también
apropiados a muestras pequefias de granos fi-
nos que hay que analizar con ayuda del micros-
copio (FRIEDMAN en HAMMOND. 1982b).

Maés informacién sobre los indices de Ivlev y
otros indices de selectividad y sus propiedades
puede encontrarse en LECHOWICZ (1982).

Resulta particularmente interesante que los
estudios sobre la capacidad de seleccion del
alimento vayan acompafiados de observaciones
microscopicas de la estructura tentacular con €
fin de intentar detectar en ella formaciones que
ayuden o justifiquen la posible seleccion de ta-
mafios de grano. etc.

Para la extraccion de los tentaculos los ejem-
plares son anestesiados con cloruro magnésico
al 5% (HAMMOND. 1982b: ROBERTS &
BRYCE. 1982; SMITH. 1983) o con cristales de
mentol (COSTELLOE & KEEGAN. 1984): sin
embargo. no es posible evitar totalmente su
contraccion (ROBERTS & BRYCE. 1982).



Para preparaciones destinadas a la observa-
cion con e microscopio Optico. ROBERTS &
BRYCE (1982) fijan los tentaculos en glutaral-
dehido d 4 % con NaCl d 3 % en una solucion
tampén de cacodilato (pH 7.2), siendo poste-
riormente deshidratados e incluidos en JBA4.
COSTELLOE & KEEGAN (1984) decalcifican
en acido etilendiamino tetracético y fijan en
formol tamponado o en Bouin. Seccionesde 2a
4 um o de 4 a8 pm de grosor (para inclusiones
en JB4 o en parafina, respectivamente) se tinen
segln las técnicas habituales (tablal).

Para su estudio a microscopio electronico.
SMITH (1983) fija con glutaraldehido al 4 % en
tampoén cacodilato 0,2 m (pH 7,4) durante una
hora. postfija en tetréxido de osmio a 1 %.
deshidrata en etanol e incluye en resina Spurr.
L as secciones son contrastadas con acetato de
uranilo y citrato de plomo (REYNOLDS, 1963).

Para su estudio a microscopio electrénico de
barrido (véase HAMMOND. 1982b; COSTE-
LLOE & KEEGAN. 1984). una vez extraidos.
los tentéculos son fijados en formaldehido de
Baker o en solucién a 3.5 % de glutaraldehido
en tampon fosfato o en cacodilato (pH 7.5) y
postfijados en una solucién de tetréxido de os-
mio a | %. posteriormente deshidratados. utili-
zando concentraciones crecientes de alcohol o
de acetona, secados d punto critico y recu-
bierto~con la capa de oro.

ROBERTS & BRYCE (1982) y SMITH (1983)
fijan los tentadculos en una mezcla de glutaral-
dehido d 4 % y tetroxido de osmio d 1 % en
una proporcién 311

YINGST (1982) determina la tasa de sedi-
mento reciclado durante la alimentacion de Pa-
rastichopus parvimensis colocando los animales
recién capturados en tanques con sedimento y
un sistema de circulacion de agua de mar. de-
jandolos comer durante 6 horas, y recuperando
las heces cada 30 minutos. para enjuagarlas con
agua destilada, secarlas a 100°C y pesarlas.

A partir de estos datos. las tasas de extraccion
de materia organica, carbono organico o nitré-
geno del sedimento a su paso por d intestino
vendrian dadas por la expresion:

[(A intestino anterior) — (A intestino poste-
rior)] x tasa de produccion de heces (YINGST.
1982).

Donde A es la concentracion de materia orgéa
nica. carbono organico o nitrégeno, en cada
caso.

Si bien este tipo de estudios se realiza mas
facilmente en d laboratorio. debe tenerse cui-
dado d interpretar los datos obtenidos ya que.
como se ha indicado anteriormente, muchas es-
pecies dejan de alimentarse a ser colocadas en
acuarios (BAKUS. 1973: CONAND, 1983). espe-
cialmente cuando se trata de tanques profun-

dos. en los que las holoturias se sitlian en las
paredes y evitan comer sobre @ fondo (CRO-
ZIER y TREFZ en HAMMOND. 1982b). Por €llo
puede solventarse en parte d problema em-
pleando cubetas o mesas de experimentacion
poco profundas (TREFZ en BAKUS, 1973). con
una capa de sedimento de unos 3 cm de espesor
y agua de mar circulando con unos 6 cm de
profundidad. con lo que en pocas horas se
puede encontrar a las holoturias comiendo
(HAMMOND. 1982b).

El tiempo de paso del sedimento a lo largo
del intestino suele medirse empleando arenas
coloreadas con colores comerciales no toxicos
(MASSIN & JANGOUX. 1976; HAMMOND.
1982a) o arenas de grosores diferentes y bien
diferenciables (HAMMOND, 1982a, 1982b). Este
ultimo procedimiento puede dar resultados am-
biguos en d caso de especies que presenten una
fuerte selecciéon por un didmetro de particulas
especifico.

A ser posible. y por las razones ya expuestas.
estos estudios e, preferible hacerlos en la natu-
raleza. En las especies infaunales es relativa
mente sencillo colocar la arena tenida en d
fondo de los embudos de alimentacion y anotar
d tiempo que aguélla tarda en aparecer en lo
alto de cada montén (HAMMOND. 1982a).

Para las especies epifaunales. puede em-
plearse d método seguido por MASSIN & JAN-
GOUX (1976) para Holothuria tubulosa: la
arena de color es colocada, con un espesor de 5
a 10 mm. en caas que se depositan sobre €
fondo durante 4-5 dias para que se enriquezcan
en materia organica. Una vez transcurrido este
tiempo se colocan las holoturias. A los prime-
ros 30 minutos, y posteriormente cada hora, se
extraen dos ejemplares para ser disectados. Las
disecciones contindan hasta que todo el tubo
digestivo se haya llenado de la arena coloreada.
Los individuos supervivientes se colocan en-
tonces en arena de otro color y se reinicia €
proceso. hasta un total de cuatro cambios de
sustrato. A cada holoturia sacrificada se le mide
la longitud total del cuerpo. la del tubo diges
tivo, la porcion del digestivo coloreada y el
peso humedo del animal y del contenido del
digestivo.

Algunos autores expresan, mediante ecua-
ciones. d tiempo de paso en funcién de la longi-
tud del cuerpo o del tubo digestivo (TREFZ en
BAKUS, 1973; MASSIN & JANGOUX. 1976).
De los tiempos de paso parciales pueden obte-
nerse conclusiones acerca de la funcién de las
distintas regiones del digestivo (almacena
miento. funcidon digestiva, eliminacion, etc.)
(MASSIN & JANGOUX, 1976). Es conveniente
que estas observaciones se complementen con
un estudio histolégico e histoguimico sobre la



morfologia funcional del digestivo (véase MAS-
SIN. 1980a). Para el microscopio 6ptico este
autor aplica las técnicas ya vistas anterior-
mente: fijacién de fragmentos de digestivo en
Bouin. formol neutro o liquido de Baker. e in-
clusién en parafina o en polietilenglicol con ni-
trocelulosa (segun técnica adaptada de REID &
TAYLOR en MASSIN, 1980a). Las secciones.
de 7 pm 0 10 pm, son tefiidas con técnicas tri-
cromicas e histoguimicas (véase tabla 1).

Para las observaciones a microscopio elec-
tronico, MASSIN (1980a) sigue el método de
DESCHUYTENEER & JANGOUX (1978): ex-
traccion de los fragmentos de digestivo in vivo:
éstos son fijados a 4°C en glutaraldehido al 3 %
en tampoén cacodilato 0,4 M (en medio salino:
NaCl 1.75 %), postfijados en tetroxido de os-
mio a 1% en & mismo tampon. deshidratados
e incluidos en Epon o en Aradilta.

5.5 ACTIVIDAD DIARIA

Algunos autores han estudiado la actividad
de las holoturias, casi siempre relacionada con
la obtencién del alimento. Como se ha indicado
anteriormente, dicha actividad puede ser mayor
durante el dia o bien durante la noche. o indis-
tintamente, segun las especies. Las dificultades
que presenta € marcado de los indivudios ha-
cen que la observacion haya de ser casi conti-
nua.

Sobre un area determinada y delimitada. mas
0 menos extensa. del fondo marino (depen-
diendo de la topografia. de la densidad de los
animales y de la actividad de los mismos). se
cartografian las posiciones de los individuos de
cada especie objeto del estudio y, o intervalos
fijos, un buceador toma nota de las nuevas loca-
lizaciones.

Los cambios en la direccion seguida por los
ejemplares pueden detectarse indicados por los
rosarios de excrementos y la orientacion del
animal (HAMMOND. 1982a). Este autor tiene en
cuenta s6lo los cambios de direccion mayores
de 45". Para comprobar la aleatoriedad de los
movimientos. la direccion neta en € movi-
miento de cada individuo se asigna a uno de los
cuatro cuadrantes definidos por los gjes N-S y
E-W. y se hacen corresponder 1os movimientos
en las direcciones de dichos ejes N-S o E-W al
cuadrante inmediato en el sentido de las agujas
del reloj. La hipotesis de que € movimiento se
produce a azar se confronta mediante una
prueba de %°.

Para las especies excuvadoras, 10s movimien-
tos a largo plazo de los monticulos bajo los que
se encuentran pueden ser medidos colocando es-
taquillas de referencia y tomando las distancias
desde cada monticulo a tres de ellas utilizadas

como coordenadas (HAMMOND, 1982a).

CRUMP (1966). para la observacién nocturna
de Holothuriu tubulosa, emplea linternas con
filtro rojo para no alterar e comportamiento de
los individuos, ya que la luz blanca los hace
regresar a las rocas. inhibiendo la actividad
alimentaria. A este respecto creemos que. en
realidad. los ejemplares con los que trabajo
Crump eran individuos de H. sanctori, por un
lado por la descripcion que € autor hace de su
coloracién y. por otro lado. por € tipo de ali-
mentacion discontinua que presentan: el autor
citndo los encuentra durante el diaen las grietas
de las rocas. y por la noche se desplazan « co-
mer a fondo de arena. lo que coincide con
nuestras propias observaciones para Holothuria
sanctori (PEREZ RUZAFA, 1984), mientras que
H. tubulosa presenta alimentacién continua
(MASSIN & JANGOUX, 1976).
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