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INTRODUCAO

As diferentes classes de equinodermas podem ser encon-
tradas todas em uma mesma area; o interessado nestes animais tem,
frequentemente, a possibilidade de coletar uma grande variedade
da representantes do fileo num restrito espago do dominic marinho.
Haﬂ obstante, tenha sempre em mente a8 seguinte série de considera
goes, para o melhor aproveitamentec futuro do material a ser cole-
tado (museu, taxonomia, histolegia, trabalhos praticos, etc.):

(1) Tendo em vista a existéncia de um endoesgueleto de
carbonato de cédlcio, os equinodermas naoc deve ser mantidos em fi-
xadores acidos. (2) Muitos equinodermas podem ser guardados a se-
co, ao invés de em liquidos, porém alguns deles, eapecialmente as
estrelas-do-mar, sdo identificados também com base em estruturas
moles, para o gque a preservagao a seco & insatisfatoria. (3) Mui-
tos equinodermas tem a tendéncia de guebrar os bragos quando mer-
gulhados diretamente em fixadores, ao passo que (4) outros, em
primeira linha as holotirias, sd3oc muite contrateis e freqientemen
te evisceram caso nac forem previamente anestesiades. (5) Tenha a
certeza de que dispte de um recipiente de tamanho adequado para
anestesiar, fixar e conservar os aapécim&ns.

Na aeguinte aequencza de informagoes, muitas vezes se-
rao propostos varios anestésicos: entenda-se gue eles estdoc men-
cionados em ordem decrescente, com referencla aos melhores resul-
tados obtidos na maioria dos casos: o mesmo € valido para fixado-
res e liguidos de conservagac. Para alguns grupos a informagao
aqui fornecida provém exclusivamente da bibliografia.

Qualquer gque seja o procedimento geral escolhido, é im
portante anestesiar, fixar e conservar os espec1m&ns Bepuraduman-
te. Em muitos casos conseque-se um resultado muito bom guando se
emprega o liquido fixador aquecido (50-60°C).

COLETA

0Os equinodermas ocupam habitats que vao desde a zona
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entremarés até profundidades de mais de 10.000 metros. Sao encon-
trados tanto em fundos arencscs e lodosos guanto em fundos rocho-
S0,

para dguas profundas (aquelas ndo alcangadas por mergu-
lho auténomo) é indispensavel o uso de dragas e pegadores de fun-
do. Para se trabalhar com este eguipamento deve-se utilizar tam-
bém embarcacoes apropriadas. Tudo isso encarece consideravelmente
esse tipo de coleta,portanto deixaremos de lado estas informagoes
visto gque escapam do cbjetivo do presente manual.

A coleta durante periodos de mare baixa ou por mergulho
(com ou sem tubos de oxigénic) € mais do que satisfatoria, pois
os eguincdermas s3c abundantes em todos os mares, inclusive na
zona de estirancio. Em praias arenosas, estrelas e ourigos-do-
-mar podem ficar expostos durante a maré baixa: as holoturias de
grande tamanho sAc muito comuns sob ou entre fendas rochosas sub-
cersas: o5 crindides i3 ocorrem a pouca profundidade abaixo da
marca inferior da mare, fixados a substratos duros e os ofiuros
530 coletados sob qualquer pedra, entre algas e/ou esponjas.

Ao coletar os diferentes tipos de equinodermas, colo-
que-os em baldes com algas (do tipo "sargago"): se a coleta for
feita em meses quentes e o coletor permanecer durante muito tempo
na praia, periodicamente encha o balde com agua do mar drenando
a segquir.

Nao cologue muitos animais em um mesmo balde: essa ob-
servacao é especialmente importante em se tratando de heoloturias,
pois o confinamento de muitos animais induz a evisceragao: a con-
segiiencia e a morte dos exemplares restantes.

N3o ha valor algum em coletar espécimens extremamente
grandes se o coletor nao possuir um recipiente para acomoda-lo
durante a coleta depois dela. Se bem que o tamanho seja um fator
secundario no caso de espécimens preservados a seco, deve ser con
siderado no momento da coleta & da fixagdo a fim de evitar o sa-
crificio inutil de animais.

ORSFERVACAO: Quando estiver coletando animais que vivem
sob pedras, tenha o cuidado de fazé-lo com © auxilio de uma pin-
¢a ou entao com luvas grossas. Nesse ambiente é comum a existen-
cia de anelideos poliguetos da familia Amphinomidae, ¢ujas cexr-
das finas se gquebram em contato com a pele do coletor, sendo a g
mocao dificil e dolorosa.

ESTRELAS-DO-MAR E OFIUROS

A. Anestesia, fixagaoc e preservagac em liguidos

Tanto os sais de Epson (= sulfato de magnesio, grau co-
mercial) quanto o cloreto de magnésio ou mesmo a agua doce podem
ser usados para anestesiar e matar estes animais.

Cologque os animais em recipientes de fundo chato, con-
tendo agua do mar suficiente apenas para cobri-los: Adicicne pe-
qguenas quantidades do sal escolhido, de hora em hora e durante tg
do o dia. Deixe os animais neste meio durante alguwas horas ou
mesmo a noite inteira. O tempo vai depender, entre outras varia-
veis, do proprio anestésico, da espécie animal, do tamanho do
exemplar, do seu estado fisiolégico, da temperatura, etc. Depois
disto, teste os animais com estimulos mecanicos (estilete) ou gui
micos (gotas de alcool ou formol). Quando anestesiados, transfi-
ra-os para uma outra cuba, agora com agua doce, e arrume os bra-
cos (= raios) de forma a ocuparem O menor espago possivel. O bra-
go mais longo (Figura 1) deve ficar perfeitamente em linha reta
para que se possa medir e contar as placas (= ossiculos do endo-
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eaqu&letal, essenciais para a taxonomia.

Depois, adicione formol (de preferencia nautrﬂllzadol.
até atingir uma conﬂnntragau de 5-10%. Deixe os exemplares ai por
24-48 horas. Uma injegdo de formol purc na cavidade do corpo dos
animais abrevia esta etapa.

Agora os especimens podem ser guardados em alcool. Pri-
meiramente lave o material em agua doce, depois deixe-os em al-
cool 50% durante 6 horas, passando entao para o alcool 70% onde
serac guardados.

Com a agua doce, o procedimentoc & semelhante. Adicione
dgua doce pouco a pouco ao recipiante gue contém o animal. Nesse
caso a narcose & Cﬂﬂ&ﬂguldﬂ muito mais rapidamente do gue com ©
emprego de sais de magnesio.

Embora tratados em conjunto, guanto ao emprego de anes-
tésicos e fixadores, os tempos de anestesia para os ofiurcs sao
muito mais curtos do gue para as estrelas-do-mar.

B. Preservacao a seco

A preservagaoc a seco € uma alternativa para o caso de
nao se dispor de vidraria adequada para guardar os animais.

Proceda como o indicado no item precedente apenas ate
a fixagao em formol, deixando os animais no fixador durante va-
rios dias. Apos a fixagdoc leve os animais para secar a sombra e
em local muito arejado. Jatos de ar quente, como os das saidas
de condicionadores de ar, sao preferiveis a exposigao direta ao
sol ou estufas fechadas. Arrume os exemplares sobre uma tela a
fim de gue a ventilacao seja efetiva nas duas superficies. O tem-
po de secagem completa varia de 1-3 semanas. Depois da primeira
semana o processo pode ser acelerado colocando o©os especimens em
estufa onde haja circulagaoc de ar.

C. Preparagac dos pes tubulares (= "podia")

Para o estudo dos "podia" & necensario gue estejam bem
distendidos; portanto, anestesie o espécimen como recomendado no
item a, tomando os seguintes cuidados.

Depois de um certo tempo no anestésico, cologue o ani-
mal com os "podia" para cima (= face oral voltada para cima),
de modo a permltlr uma boa expansaoc destas Eatruturaa.

Método alternativo (demorado, porém efetivo). Adicione
alcool 96% pouco a pouco a cuba gue contém o animal: este proces-
80 de gotejamento deve, obrigatoriamente, ser demorado. A concen
tragac final de élconl. na cuba, deverd ser da ordem de 20%. Man-
tenha o animal nesta solugaoc aolcoolica até a completa narcose.
Fixar em alcool 70%. Quando os "podia" nac estiverem bem disten-
didos, mesmo apos demorada anestesia, faga um orificio no madre-
pﬂrlto e injete, com o auxilio de uma seringa.e de uma agulha hi-
podérmica de tamanho adequado, grandes quantidades de alcool 96%.
Pnde -5e também injetar o alcool (no caso de estrelas-do-mar) atra
vés da extremidade de um raio, via canal radial.

D. Preparagao de pedicelarias

Disseque pedagos da carapaga que contenham pedicela-
rias. Separe as diferentes pedicelarias e escolha qualquer um
dos anEEtEBIEQH relacionados no final deste artigo. Cada tipo de
pedicelaria de uin mesmo Lnélvlduu pode responder diferentemente
8 um mesmo anestésico. Além disto, as respostas de um mesmo tlpn
de pedicelaria podem também ser diferentes em diferentes espe-
cies.

Fixe-as em formol neutro ou alcalino 5%.
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As pedicelarias podem ser preservadas neste mesmo 1i-
guido, porém o melhor é guardd-las em alcool 70%.

Se houver intengado de montar as pegas em laminas perma-
nentes, proceda a coloragaoc com Paracarmin de Meyver (opcional). A
seguir, passe as pedicelarias através da série crescente de &al-
coois, clareamento em oleo de cravo e montagem em balsamo do Ca-
nada ou outro meio equivalente.

E. Preparaqin do esgqueleto

Uise, de preferéncia, animais de pequeno porte com um
disco de aproximadamente 10 centimetros de diametro. Cologue os
animais em uma solugaoc aquosa 10% de NaOH (ou KOH). Remova os es-
pépimens de tempo em tempo, lave-os e escove fortemente com uma
escova de dentes ou similar, a fim de verificar se os tecidos ja
est3o no ponto de serem removidos. Nao deixe a maceragdo ir lon-
ge demais, pois os ossiculos podem desagregar-se. Quando as par-
tes moles estiverem se soltando, remova a membrana peristomial e
as partes internas dos espécimens. Lave em agua corrente por uma
hora, depois em alecool acido 30%, novamente uma rapida lavagem em
Agqua corrente e secar em estufa.

F. Preparagao de larvas

As larvas devem ser bem anestesiadas para evitar con-
tragac &/ou distorgao. Anestesiar com cloretana ou hidrato de clg
ral durante 15 minutes a varias horas (vai depender da larva).
Teste as reagoes das larvas com um estilete, antes de fixa-las.
Fixar em formol 5% e desidratar em alcoois 35, 50, 75 e 95%, Dei-
xar neste ultimo por 24 horas e depois wvoltar ao dlcool 70% onde
as larvas serao guardadas.

Método alternativo: fixar em sublimado corrosive por
alguns instantes (1-2 minutos). Colorir em Borax-carmin e seguir
a série ascendente de adlcoois, xilol I e II e montar em balsamo
do Canada ou outro meio eguivalente.

OURICOS-DO-MAR E BOLACHAS-DA-PRAIA

A. Fixacao e preservacaoc em liquidos

Sacrificar os animais em formol 5-10% ou alcool BO% (24
horas). Lavar em agua corrente para retirar a areia, algas ou pe-
dacos de conchas aderidos e preservar em alcool BO% alcalino. De-
pois de 24 horas trocar o alcool. Os espécimens destinados a dis-
secgao devem ser injetados (via peristomio) com formol concentra-
do. Nac ha necessidade de prévia anestesia.

B. Preservagao a seco

Cologue o ourigo num recipiente com agua do mar sufi-
ciente para cobri-lo. Deixe-o apresentar todos os espinhos ere-
tos. Entao, rapidamente, derrame areia fina até cobri-lo totalmen
te. Pressione a areia com uma espatula, ou mesmo com as maos (cui
dado) . Remova o excesso de agua, substituindo por formol a 10%.
Depois de 24 horas, lave o animal em agua corrente e seque-o da
mesma maneira como se faz com estrelas-do-mar e ofiuros. A seca-
gem pode ser feita inclusive com a areia (dispensando a lawvagem),
pois @ medida que vai secando a areia vai caindo.

Este método permite manter os espinhos do ourigo-do-
-mar praticamente como ¢ animal os mantém em vida. Pode-se disse-
car o peristomio e remover a lanterna de Aristdteles bem como ou-
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tros orgaos internos.

Uma outra alternativa é injetar formol concentrado na
cavidade do corpe do animal e secar o espécimen sem a remogac das
partes moles.

Um outro método de preservagao a seco e que se aplica
tanto a ourigos requlares guanto a irregulares (tende em vista
apenas a preservacgac da carapaqa], consiste em:

Sacrificar o animal em agua doce por imersac de  30-45
minutos. Depoin, imergi-lo o em uma solugdo saturada de bicloreto
de mercirioc durante 12 horas. A sequir secar e "escovar" fora os
espinhos. A remocdo do peristomio e nrgans internos e opcional.

CRINGIDES OU LIRIOS-DO-MAR

Anaﬂteslar os animais em agua doce ou scob a acac de
sais de magnésic (cloreto ou sulfato). A anestesia no escuroc me-
lhora os resultados. O tempoc de narcose para crincides € muito
pequenc quande comparado aoc das estrelas-do-mar.

Mesmo depois de bem anestesiados, os c¢crindides tendem
a "enrolar" os bragos guando dapositudns no fixador. Para evitﬂr
este efeito, Sequre, tanto quanto pnss:vel, os bragos dos crinoi-
des em posigao distendida ao imergi-los no fixador. Use luvas de
borracha para esta finalidade.

Dependendo da finalidade, a preservngan de crindides
em Ilquldua pode dispersar a fase de anestesia, bastanto lancar
o8 animais diretamente no alcoonl BO%.

B. Preservagac a seco

Coloque os crindides ja fixados, como se recomendou no
item antariar, em uma mistura de glxcarlnn e alcool 50% na pro-
porgac de 2:3, durante 24 horas. Remova-os e deixe secar.

HOLOTIRTA

A. Anestesia, fixagao e preservagac em liquidos

Deixe o animal relaxar completamente (em ambiente esscu-
ro ou bem aumbreadni e S0 ﬂEpﬂiH comece a adicionar quantidades
crescentes de sais de magnesio (cloreto ocu sulfato) a cada meia
hora e durante varias horas. Os sais podem ser adicionados direta
mente ao recipiente gue contém o animal ou sob a forma de uma so-
lugao aguosa concentrada. O animal deve permanecer nesse meioc du-
rante varias horas. Quando estiver trabalhando com animais de
grande porte, inicie o processo no fim da tarde a fim de conti-
nuar na manha seguinte. Depois disso, teste os tentaculna expan-
didos com um estilete ou gotas de formol. Se © animal nao reagir,
foe o em formol 10% durante 24 horas. Lave-o e transfira-o para
alcool BO%, onde sera preservado.

A fixagao pode ser feita diretamente em alcool 80% (re-
comendavel para esp&c1mens peguenos), trocado duas vezes antes
de ir para a preservacgiao definitiva.

Um outro metodo gue também da bons resultados & o uso
de mentol. Da mesma forma como acima, deixe a holoturia relaxar
'f:l!‘l{‘.l escural =3 n-n nnran adicions o mentol, 0O tamnn Aa anes

=1
_______ W LS Qs

3
(¥ —3
nos dois procedimentos, oscila entre 12 e 30 horas para animais
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de grande porte. Para animais pequﬂnﬂs (5 centimetros ou menos de
comprimento) o tempo de anestesia € bem menor.

A combinacgao dos dois métodos (sais de magenuxo e men-
tol) nao abrevia consideravelmente o tempo de anestesia, se bem
que induz os animais a um relaxamento muito maior.

No momento da Eixaqin, injete fixador na cavidade do
corpo do animal. Troque o alcool apas 24 horas.

Nao conserve os holﬂturuxdes em formel, porgque a longo
prazo ele corrdi os ossiculos dérmicos, muito importantes para a
taxonomia do grupo.

B. Montagem de peguenas espécies em laminas

Procure pequenos holoturcides entre as ramificagoes de
algas do tipo "sargago", que cobrem grandes Adreas de certos cos-
toes rochosos. Selecione animais com menos de lﬂ mm de comprimen-
to. Trata-se, em geral, de alguma especie 4o gEﬁera Symaptula.

Mantenha os animais num recipiente com agua do mar fil-
trada, no escuro, durante cerca de 24 horas. Este procedimento de
limpeza do tubo digestivo dos animais pode sofrer algumas inter-
rupcoes para a troca de agua do recipiente.

Anestesie os espécimens com mentol e fixe-os em dlcool
70% durante 24-4B horas.

Coloragao opcional em Paracarmin de Meyer, seguida de
desidratacgao segundo a série crescente de alcn¢15, xilol I =&
11 e montagem em balsamo do Canada ou outro meio equivalente.

C. Preparacac de ossiculos dérmicos

Corte um pedaco de parede do corpo de um holoturdide
e coloque-o dentro de um tubo de ensaio contendo uma solugao aqug
sa a 10% de NaOH (ou de KOH). Leve o tubo para aguecer em chama
fraca no bico de Bunsen. Utilize uma pinga de madeira para segu-
rar o tubo durante o processc de aguecimento. Aguega o tubo por
breves momentos, retirando-o imediatamente da agac direta da cha-
ma (tenha o cuidade de jamais direcionar a abertura do tube de
ensaio par ao lado de seu rosto). Este proceﬂ:mEntﬂ geral afrouxa
e "digere" o tecido darmlqo, liberando os oasiculos na solugao.
V08 HeHoralanence BF Sous Coce, UhsErstal "nioEnEAOR I IaRET e
lamina e laminula.

Os ossiculos podem ser montados em laminas permanentes,
sequndo o método descrito para as pedicelarias.

ANESTESICOS PARA EQUINODERMAS

- Agua doce ou destilada. Adicione pouco a pouco, ao
rac1p1ante que cuntam oe animais, gquantidades crescentes de agua
doce até diluir a agua do mar em cerca de 50%. Processo rapido.

- Agua do local de coleta. Ferver a dgua do local de
coleta a f;m de exauri-la de oxigénio. Deixar voltar & temperatu-
ra ambiente. Depositar nela os animais para anestesiar. Processo
lento.

- Agua putrefada. Adicionar, pouco a pouco, A& cuba on-
de se encontram os an1ma15, agua do mar que cnntlnha animais mor-
tos. Uma alternativa é langar peguenos pedacos de visceras de ho-
lortiria ao recipiente de anestesia. PFrocesso lento para ser usado
na falta total de outro recurso. Como o método anterior o resul-
tado nem sempre & dos melhores.

- Klcool etilico. gotejar dlcool etilico 96% na dagua
onde se encontram os animais. O gotejamento deve ser feito com

5=



grandes intervalos de tempo e durante varias horas, até se obter
uma solugao alcodlica final ao redor de 10-20%. Esperar até o or-
ganismo tornar-se nao reativo. Processo lento .

- Cloretana. Adicionar os sais diretamente ao recipien-
te onde estd3c os animais. Pode-se usar tambeém uma solugao aguosa
concentrada. Processo rapido para larvas.

- Hidrato de cloral. Como o anterior. Processo rapido.

- Mentol. Como o anterior. Os cristais de mentol sobre-
nadam na dgua. Processo rapido para espécimens peguenos.

- Sais de Epson (sulfato de magnésic bruto). Adicionar
o8 sais, sob a forma de uma 501ugia concentrada, ao recipiente
gue contém os animais. Esta adicao deve processar-se pouco a pou-
co e a intervalos longos. Frocesso lento.

- Sulfato de magnesio (sal amargo). Como o anterior ou
fazer uma solucac aguosa 20% e misturar com igua do mar na pro-
porgao de 1l:1 e submergir o animal. Processoc lento.

LIQUIDOS PARA A FIXAGAO E CONSERVAGCAO DE EQUINODERMAS

- Alcool alcalino. Alcool etilico na concentragao dese-
jada, mais algumas gotas de uma solugac aguosa 1% de bicarbonato
de s6dio. Testar o pH com papel de tornassol ou processo equiva-
lente.

- Bouin marinho (para fins histologicos).

Solugao estogue:

Solugao saturada de acido picrico em agua

do ' mar FILEFradn s rvanras s nnesmamssnes I3 PALLES

Formol (comercial) .............es.0000000 25 partes

Na hora de usar, adicionar 5% de acido acético gla-
cial.

- Formol neutro. Solugdes de formol na concentracgao de-
sejada, em agua doce ou do mar. Adicionar bérax, pedacos de giz
ou de coral para neutralizar ou mesmo levemente alcalinizar a so
lugao.

- Sublimado corrosive. Solugac saturada de cloreto de
mercurio (HgCl,), equivalente a 5 g deste sal em 100 ml de Aagua
doce. Filtrar. Cuidade, muito venenoso!

CONSTRUCAOD DE "ARMARIO AQUECIDO" PARA GUARDAR EQUINODERMAS

Um dos problemas mais sérios para a estocagem a seco
de equinodermas (carapagas) é o ataque pela umidade, acompanhbado
pela proliferagao de fungos. Este problema e especialmente grave
en regioes onde a umidade relativa do ar & alta, como por exemplo
nas cidades litoré@neas.

A proposta de se construir ou mesmo de apenas adaptar
um simples armario com um sistema de aquecimento, afasta quase
que por completo estes fatores de deterioragao de material biolo-
gico.

As indicagoes transcritas a seguir sugerem o usoc de um
armario de madeira, constituido de até 7 andares, com pratelei-
ras dispostas a cerca de 15 centimetros de altura uma da outra.
A altura total do armario sera de pouco mais de um metro.

As prateleiras seriam corredicgas e constituidas de es-
gquadrias de madeira com "tela de galinheirc"” (malha bem fina"}.

Na base do armario fixar um sogquete de porcelana para
receber uma lampada de 60 ou 100 W. A fonte produtora de calor
poderia ser, também, uma resisténcia ou placa metdlica ligada a
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rede elétrica e gque fornecesse caloria semelhante aquela despreen
dida pela lampada de 60-100 W. Este dispositivo eliminaria as fre
giuentes reposigoes de lampadas gueimadas.

Na parte mais alta das costas do armario, bem como nas
portas, deve-se abrir guatro orificios com cerca de 4 centimetros
de diametro cada. Isto permitira a circulagac do ar aquecido e
eliminagao da umidade. Estes orificios receberdoc uma cobertura de
tela pldstica de malha adeguada para impedir a entrada e prnlife-
ragao de barutas.

0 "armario aguecide" pode ser utilizado também para a
secagem de equ;nuﬂermas, depois da etapa de fixagao. Em se tra-
tando de usar o armario para esta finalidade, substitua a lampada
de 100 por 200 W ou resistencia que produza aguecimento eguivalen
te. A potenc1a da lanpada ou da resisténcia requerlda para a se-
cagem vai depender tambem da cubagem do armario. ’

A Figura 2 sugere o aspecto que deve ter um "armario
de secagem” para guardar equinodermas.
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12. Cephalorhyncha (Priapulida,

Nematomorpha e Kinorrhyncha)

13 Nematoda

[ B R R

14. Entoprocta e Ectoprocta
(Bryozoa)

15. Annelida (Polychaetay®*

16. Annelida (Oligochaeta)

17. Annelida (Hirudinea)

18. Tardigrada¥®*

19. Echiura %

20. Onychophora

21. Pentastomida (Linguatulida)

#* ]4 publicados.

Platelmintos (Temnocefédlidos,
Trematédeos, Cestdides, Ceslo-

22.
23.

24.
25.
26.

o
28,

30.
31.
32.
33.
34.
35.

36.
37.
38.
39.
40.

Pantopoda®*

Arachnida (Scorpionida, Solifugae,
Pseudoscorpiones, Ricinulei,
Opiliones, Palpigradi, Uropygi,
Amblypygi, Araneae)

Acari

Crustacea

Myriapoda (Chilopoda, Symphyla,
Pauropoda, Diplopeda)

Insetos imaturos®

Insetos

Mollusca

Sipuncula®

Phoronida®*

Brachiopoda

Chaetognatha

Echinodermata®*

Hemichordata, Urochordata e
Cephalochordata #*

Peixes#
Anfibios
Ripleisk
Aves
Mamiferos



