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ABSTRACT

In this study we examined the skeletal morphometry of five populations of the corals Montastrea cavernosa and Sderastrea
stellata from the northeastern coast of Brasil. The colony shape of S stellata from the state of Maranh&o is predominantly
flattened and the cordlite diameter and columellar distance varied significantly among the populations of both species. The
number of septa varied significantly in S stellata. This variations may reflect the colonies’ adaptations to different levels of
sedimentation and different light conditions, as well as the intrinsic genetic variability of scleractinian corals.

Keywords: morphological variation, Montastrea cavernosa, Sderastrea stellata, Brasil.
RESUMO

Examinamos a morfologia esquelética em cinco populagtes dos corais Montastrea cavernosa e Sderastrea stellata, do litoral
do nordeste do Brasil. A forma das coldnias de S stellata do Maranh&o é predominantemente achatada, o didmetro do cordito
e a distdncia columelar variaram significativamente entre as populagfes das duas espécies. O niimero de septos variou signi-
ficativamente para S stellata. Possivelmente estas variagfes reflitam adaptacGes das colbnias a diferentes condi¢des de
sedimentagdo e luminosidade, além da variabilidade genética intrinseca as espécies de corais escleractinios.

Palavras-chave: variagdo morfologica, Montastrea cavernosa, Sderastrea stellata, Brasil.

INTRODUCTION aspects of the coenosteum (region between corallites).
Together, these characters form the basis for the
taxonomy of the order Scleractinia (Vaughan & Wells,

1943; Wells, 1956; Cairns, 1978, 1982; Zlatarski &

Morphological variation is an interesting
property of several sessile organisms (Bradshaw, 1965;

Boardman et al., 1969; West et al., 1993), including
corals (Wijsman-Best, 1974; Foster, 1977; Veron,
1981; Willis, 1985; Veron, 1995; Veron & Stafford-
Smith, 2000). Coral species are identified by
morphological characters of their calcareous skeleton,
such as: coralite size; the number, arrangement, and
structural details of the septa; colony habit (free or
adhered to the substrate); coral form; and differrent

Estalella, 1982; Zlatarski, 1990; Amaral, 1991).

At it provokes misinterpretations in studies with
large temporal and spatial scales, this morphological
variation is the main problem in scleractinian
systematics (Wijsman-Best, 1974; Best et al., 1983;
Miller, 1994; Veron, 1995). The description of patterns
of variation in morphological characters is necessary
for the elaboration of a stable classification system
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that permits increased accuracy and greater advances
in ecological and evolutionary research (Knowlton et
al., 1992; Amaral, 1994; Palumbi, 1994).

The cause of this variability has not yet been
determined. It may be due to environmental factors
(Foster 1977, 1978, 1980, 1983), genetic
differentiation (Brakel, 1977; Carlon & Budd, 2002;
Maté, 2003), or even to a combination of both
(Futuyma, 1992; Knowlton et al., 1992). The principa
environmental factors know to influence variation in
zooxanthellate corals are the quantity of light (Barnes,
1973; Fricke & Schuhmacher, 1983; Willis, 1985;
Amaral, 1991; Beltran-Torres & Carricart-Ganivet,
1993; Amaral, 1994; Antodnio-de-Souza & Amaral,
2001), hydrodynamics (Foster, 1980), and
sedimentation levels (Barnes & Lough, 1999; Todd
et al., 2001). Environmental effects have been
investigated in studies involving the translocation of
colonies, athough the heterogeneity of reef
environments may conceal the relative importance of
each physical variable (Gattuso, 1985; Miller, 1994;
Bruno & Edmunds, 1997).

Whereas differences in qualitative characters
have been described (Labordl, 1970; Maya & Amard,
1990), quantitative approaches are necessary to
identify the more variable characters (Foster, 1980;
Amaral, 1994). The aim of the present study was to
describe, both qualitatively and quantitatively, the
variation in morphological characters of the skeletons
of different populations of Montastrea cavernosa
(Linnaeus, 1767) and Sderastrea stellata Verrill, 1868
from northeastern Brasil.

MATERIAL AND METHODS

L ocalities

Samples were collected in three northeastern
Brasilian localities: Manuel Luiz Coral Banks and
Picdozinho, Paraiba; Tamandaré, Pernambuco. The
Manuel Luiz Cora Banks are part of a State Marine
Park (Parque Estadual Marinho do Parcel do Manuel
Luiz) located on the continental shelf, at 00° 50°'S and

44° 15'W, 86 km from the coast of the Brasilian state
of Maranhdo and 180 km from the city of Séo Luis.
The reefs are pinnacle shaped, covering an area of 69
kn?. The temperature is approximately 28°C (Rocha,
1999), and the cnidarian fauna is composed of twelve
species of coras and four species of calcified hydroids,
as well as some species of gorgonians (Amara et al.,
2000; Castro & Pires, 2001).

The reefs of Picdozinho (between 06°42' 05"/
07°07'30"S and 34°48' 37"/ 34°50' 00" W), are located
at the city of Jodo Pessoa, in the Brasilin state of
Paraiba. They are composed of small rectangular
platforms of no more than 300 m in extension, aigned
parallel to the coast at a distance of 700 to 1,600 m
from the beach. The annua temperature of this locdity
varies from 24° to 27°C. The cnidarian fauna is
composed of six species of corals, as well as some
species of calcified hydroids and zoanthids (Y oung,
1984; Vuelta, 2000).

The region of Tamandaré (08°47'02"S and
35°06'45"W) is located approximately 110 km south
of the city of Recife, in the Brasilian state of
Pernambuco. A considerable coral fauna grows on
beachrocks parallel to the coast. The temperature is
gpproximately 24°C in the rainy season (“winter”) and
35°C in the dry season (“summer”), and visibility
varies from 1 to 20 m according to the season,
precipitation, winds, and currents (Maida & Ferreira,
1997; Amaral, 1998; Castro & Pires, 2001).

Field studies

The field studies took place between June 1999
and July 2000. Five colonies of Montastrea cavernosa
(Figure 1) were collected from Picdozinho and
Tamandaré, and five colonies of Sderastrea stellata
were collected in each of the three localities (Figure
2). The specimens were collected at a depths of 25m
in Maranhd and up to 5m in Paraiba and
Pernambuco. The colonies were removed with the aid
of a hammer and chisdl, at locations at least 2m gpart,
in order to avoid collecting clones (Foster, 1980).

The specimens were deposited in the Cnidaria



Biol. Geral Exper.

Figure 1. Montastreacavernosa: Skeleton from Tamandaré.

Figure 2. Sderastrea stellata: Skeleton from Manuel Luiz Coral
Banks.

collection of the Reef Environment Laboratory of the
Universidade Federal Rural de Pernambuco
(LAR/UFRPE) with the following numbers: M.
cavernosa — LAR/UFRPE 029; 109; 185; 161; 173;
448; 449; 450; 451; 452 and S ddlata — LAR/UFRPE
012a; 012b; 012c; 012d; 012¢; 020; 022; 063; 175;
160; 453; 454; 455; 456; 457.

Laboratory study

The sampl€’s soft parts were removed with a
30% solution of sodium hypochlorite, and then washed
in digtilled water and alowed to dry naturaly. Skeleton
characters were measured with a caliper (0.05 mm)
and a stereoscopic microscope. The following
qualitative and quantitative characters were recorded:
colony shape, corallite shape, corallite diameter,
columellar distance, and number of septa per corallite,
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Ten corallites per colony, chosen randomly, were
measured and had their septa counted (Amaral, 1994).

Statistical analysis

In this study, the term population refers to all
the colonies collected at same locality (Foster, 1980).
The significance of the variations between populations
of M. cavernosa was tested using the Student’s t test
for independent samples, and ANOVA among
populations of S. stellata. Before applying ANOVA,
variance homogeneity was ascertained using Levene's
test, and posterior analyses were undertaken using
Tukey's test (Zar, 1999). A p=0,05 significance level
was used, and dl tests were run on Statistica, version
4.0.

RESULTS

Montastrea cavernosa

The colonies of M.
hemispheric and flattened in shape in Picdozinho and
Tamandaré. Corallites were predominantly rounded.
Coralite diameters of M. cavernosa from Tamandaré
(Table 1) were significantly larger than those of
Picdozinho (t=6.69; t0.05(2)98:1.98; p<0.05), and
columellar distances were significantly smaller (t= -
3.58; t0_05(2)98:1.98; p<0.05). The number of septa did
not vary significantly between the two populations (t
=-0.86; t = 1.98; p>0.05).

0.05(2)98

cavernosa were

Siderastreastellata

Most of the S stellata colonies collected from
the Manudl Luiz Cora Banks were flattened in shape,
whereas those from Picdozinho and Tamandaré were
mostly hemispheric. Corallites were predominantly
rounded. Corallite diameter varied significantly
among populations (F=21.05; ':().05(2)147:3'78; p<0.05),
with the colonies from the Manuel Luiz Coral Banks
and Picdozinho differing significantly from those of
Tamandaré (Tables 2 and 3).

The columellar distance, which refers to the
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Table 1. Montastrea cavernosa: Descriptive statistics of the skeletal characteriss at Picdozinho and Tamandaré.

Locality N __ Character A X S V 1(x)
ar 4.60 —6.90 5.62+0.07 0.52 0.27 547 -5.77
Picdozinho 50 b* 6.50 —9.70 7.90+0.12 0.84 0.71 7.67 —-8.14
c 32-51 41.82+0.67 478 22.84 40.46 —43.18
ar* 5.10 -8.30 6.46+0.10 0.72 0.51 6.25 —6.66
Tamandaré 50 b* 590-9.10 7.31+0.12 0.83 0.69 7.07 -7.54
C 31-49 41.02+0.64 451 20.39 39.74 - 42.30

a=corallitediameter; b= columellar distance; c = number of septa; (*) = measurementsin millimeters, N = number of cordllites;
A =amplitude; x = mean + standard error; s= standard deviation; V = variance; 1(x) = confidencelimits of mean (95%).

Table 2. Sderastrea stellata: Descriptive statistics of the skeletal characters at Manuel Luiz Coral Banks,
Picdozinho and Tamandaré.

Locality N Character A X 5 V 1(x)

a* 240-4.70  3.50+0.06 0.46 0.21 3.36 —-3.63

Manuel Luiz 50 b* 260-4.50 3.51+0.07 0.47 0.22 3.37-3.64
Coral Banks c 30-55 43.04+0.68 4.79 22.98 41.68 —44.40

a* 240-4.70 3.56+0.06 0.45 0.20 343 -3.69

Picéozinho 50 b* 260-4.50 3.07+0.06 0.43 0.19 294 -3.19
c 30-55 43.18+0.97 6.86 47.01 41.18 -45.13

a* 190-3.80 3.01+0.07 0.47 0.22 2.88-3.15

Tamandaré 50 b* 1.60 —3.90 2.60+0.07 0.48 0.23 4.46 —2.73
C 29 —50 38.80+0.89 6.33 40.08 37.00 —40.60

a=cordlitediameter; b= columellar distance; c = number of septa; (*) = measurementsinmillimeters; N = number of coralites;
A =amplitude; x = mean + standard error; s= standard deviation; VV = variance; | (x) = confidence limits of mean (95%).

space between the colony’'s corallites, differed Td)le 3. Sderastrea stellata: Tukey's test for corallite
significantly among the populations of S. stellata diameter.
. . Locality m N
= = <
(F 48'8?’ Fo.os 2)147 378, pN 0.05). T_he -Cf)lumellas of Manue! Luiz Coral Banks 3.50 50
the specimens from Maranh& were significantly more Picaozinho 3.56 50
i i i i Tamandaré 3.01 50
Wldely. spaced in comparison with the other SN = i of AT
populations (Tables 2 and 4). The total number of
septa aso varied significantly (F=8.44; F =3.78;
p<0.05), with the Manuel Luiz Coral Banks and Table 4. Siderastrea stellata: Tukey's teste for the
o ) o o columellar distance.
Picdozinho having a similar number, significantly _
) Locality m N
larger than that recorded at Tamandaré (Tables 2 and Manue Luiz Coral Banks 351 50
5). Picdozinho 3.07 50
DISCUSSION Tamandaré 2.60 50
Colonies of Montastrea cavernosa were both Table 5. Sderastrea stellata: Tukey's test for the number
hemispheric and flattened in Pernambuco and Paraiba, of septa per coralite
; : : Locality m N
suggesting shape heterogeneit in  shallow .
99 9 ap ] g. y Manuel Luiz Cora Banks 43.04 50
environments. Several studies link the flattened form Picsozinho 4318 50

to deep environments (Laborel, 1970; Barnes, 1973; Tamandaré 3880 50
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Fricke & Schuhmacher, 1983; Amaral, 1994; Bruno
& Edmunds, 1997), athough a species can exhibit
severa patterns within a single type of environment
(Brakd, 1977; Maya & Amaral, 1990; Veron, 1995;
Carlon & Budd, 2002). There are no records of M.
cavernosa corallite shape in Brasil (Laborel, 1970;
Amaral, 1991, 1994) and in this study we observed
predominantly rounded corallites.

The significant differences between-localities
in corallite diameter and columellar distance indicate
the plasticity of these characters in M. cavernosa.
However, the absence of variation in the number of
septa per coralite suggests stability in this character.
It might also indicate similarity in the deposition of
calcium in the two populations given that, according
to Beltran-Torres & Carricart-Ganivet (1993), this last
character directly reflects calcification effort.

Considering the geographic proximity and
physical similarity of the reef environments of
Picdozinho and Tamandaré, this explanation for the
sililarity in the number of septa is plausible despite
other factors that influence calcium deposition.
Nevertheless, the marked variability in M. cavernosa
corallite diameter corroborates the observations of
Amaral (1991, 1994) at bothe intra and
interpopulational levels. This author indicated that
this character, along with septa thickness, exhibits
relatively high plasticity.

Sderastrea stellata appears to adopt the genera
colony form described by Barnes (1973) and Fricke
& Schuhmacher (1983), with predominantly
hemispheric colonies in shallow waters, and more
flattened colonies at greater depths. As for M.
cavernosa the corallite was invariably rounded.

The significant variation in coralite diameter,
columellar distance, and number of septa indicates
that the skeletal morphometry of S stellata can vary
considerably at the interpopulational level. Todd et
al. (2001) noted that large polyps are characters of
Favia speciosa (Dana, 1846) colonies from shallow
environments near the coast, where the levels of water
turbidity is often high. However, S stellata was

5 (1) 5-11, 2004

characterizes by significantly smaller corallites at
Tamandaré in comparison with Manuel Luiz, located
in deep water far from the coast. Despite the lack of
quantitative data for the studied areas' environmental
variables, the results of this study suggest that S.
stellata may not follow the morphological pattern of
F. speciosa.

The columellar distance differed significantly
among al populations of Montastrea cavernosa and
Sderastrea stellata. The differences in the distance
between columellas occur due to the colony’s
adaptations to light intensity (Barnes, 1973; Foster,
1980; Amaral, 1994). We observed a tendency for
increasing mean columellar distance in a south-north
direction in both species. In S stellata, the largest
mean distance was recorded in Maranhdo. In deep
aress, the need to improve the exposure of tissue (and,
consequently, of zooxanthellae), is translated into
flattened colonies with distant columellar centers,
which generates a larger coenosteum.

Foster (1977, 1980) relates variations in
Montastrea annularis to factors such as light and
nutrient availability, and Lasker (1979, 1981) points
to behaviora differences that influence morphology
in M. cavernosa. Sunlight may be equally abundant
at thetwo M. cavernosa study locdities, and thus may
not influence the variation in columellar distance,
although no data are available on the quantity of
sediment particles in the water.

We consider that the considerable variability
in the morphologica characters of M. cavernosa and
S dstellata may reflect the combined action of
environmental stimuli and the genetic potential of
these species. The unique characteristics of Brasilian
reef environments and the endemic condition of S.
stellata indicate a need for more detailed studies, with
a view to creating a profile of variation in this species.

Acknowledgements Wethank Dr. Nancy Knowltonfor revisingthe
manuscript; AndreaQ. Steiner, Eduardo Esteves, and Cristiane F. Costa
for their suggestions; and PIBIC/CNPgfor granting afellowship to
thefirst author.
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ABSTRACT

The cardiovascular effects induced in rats by the essential oil of the leaves of Ocotea duckei Vattimo (ODEO) were evaluated
in this study. ODEO induced hypotension, apparently due to a decrease of the peripheral vascular resistance, and bradycardia,
likely due to indirect activation of the cardiac muscarinic receptors via vagal stimulation. Furthermore, ODEO induced
negative chronotropic and inotropic effects on rat atria, probably dueto inhibition of calcium influx, which may a so contribute
to the ODEO-induced bradycardia.

Key words: Ocotea duckei, essential oil, hypotension, bradycardia, isolated rat atria.

RESUMO

Os efeitos cardiovasculares induzidos pelo éleo essencial das folhas de Ocotea duckei Vattimo (OEOD) em ratos foram
avaliados. OEOD induziu hipotensdo, devido a diminuicdo da resisténcia periférica vascular, e bradicardia, devido a ativagdo
indireta dos receptores muscarinicos cardiacos via estimulagdo vagal. OEOD também induziu efeitos cronotrdpico e inotrépico
negativos em étrio de rato, devido ainibi¢do do influxo de célcio, aqual parece contribuir também para a bradicardia induzida
pelo OEOD.

Palavras-chave: Ocotea duckei, dleo essencial, hipertensdo, bradicardia, &rio isolado de rato.

INTRODUCTION medicina plant known popularly in Brasil as “louro-

de-cheiro”, “louro-pimenta’ or “louro-canela’. Severd

The use of medicina plants for the treatment
of human diseases has increased considerably
worldwide. Evaluation of the effects of these plants
on organs and systems contribute to the development
of the scientific basis for their therapeutic application,
and also enrich considerably the therapeutic arsenal
for the treatment of a number of diseases (Elizabetsky,
1986).

Ocotea duckei Vattimo (Lauraceae) is a

species of the Ocotea genus are used in the folk-
medicine of northern and northeastern Brasil for the
treatment of disorders such as neuralgia, dyspepsia,
anorexia and pain.

A preliminary phytochemical screening of the
species revealed the presence of benzylisoquinoline
akaloids and furofuranic lignanes. This plant’s
essentia oil (ODEOQ) presents 28 components, among
them &-pinene, which has smooth muscle relaxant

! Laboratorio de TecnologiaFarmacéutica, Universidade Federa daParaiba, caixapostal 5009, Jodo Pessoa, PB, 58.051-970, isacmed@uol .com.br
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activity (El Tantawy et al., 1999) and trans—
caryophyllene — the magjor compound — which presents
calcium channel blocker activity in isolated cardiac
ventricular cells (Sensch et al., 1993). Considering
that no pharmacological studies of the activity of this
essential oil on the cardiovascular system are available,
this study aimed to evauate the cardiovascular effects
induced by ODEO in rats.

MATERIAL AND METHODS

Preparation of the essential oil from the leaves of
O. duckei: The leaves were collected in January 2000,
near the town of Santa Rita, in the Brasilian State of
Paraiba. The voucher specimen is deposited in the
Herbarium Prof. Lauro Pires Xavier under
identification code Agra 4309. Essential oil was
obtained from fresh leaves by steam distillation in a
clevenger apparatus for 3 h (Matos et al., 1999) and
stored at £C. When required, the oil was dissolved
in a saline/cremophor (0.2% v/v) solution and diluted
in saline to the desired concentrations.

Animals. Male Wigtar rats (250-350 g) were used for
all experiments. The animals were housed under
conditions of controlled temperature (21 + 1°C) and
lighting (lights on: 06:00-18:00 h), with free access
to food (Purina-Brasil) and tap water.

Drugs: The drugs used were: heparin sodium salt
(Roche), sodium thiopental (Cristdlia) and atropine
sulfate, NW-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME)
and sodium nitroprusside (all from Sigma). All drugs
were dissolved freely in digtilled water.

Direct blood pressure measurements in non-
anaesthetized rats: Under sodium thiopental
anaesthesia (45 mg/kg, i.v.), the lower abdomina aorta
and inferior vena cava were canulated via the left
femoral artery and vein using polyethylene catheters.
Ther catheters were then filled with heparinized saline
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solution and led under the skin to emerge between
the scapulae. Arterial pressure was measured after 24
h by connecting the arterid catheter to a pre-calibrated
pressure transducer (Statham P23 ID; Gould,
Cleveland, OH, USA) coupled to an amplifier-recorder
(Model TBM-4M, WPI, Sarasota, FL, USA.) and
connected to a computer equipped with an analog-
digital converter board (CIO-DAS16/JR, Computer
Boards, Inc., Mansfield, MA, USA) and CVMS
software (WPI, Sarasota, FL, USA). The data were
sampled at a frequency of 500 Hz. For each cardiac
cycle, the computer calculated mean arterial pressure
(MAP) and heart rate (HR) (pulse interval). The
venous catheter was inserted for drug administration.
Sodium nitroprusside (10 pg/kg) was injected to check
the efficacy of venous catheter insertion.

After cardiovascular parameters had stabilized,
MAP and HR were recorded before (baseline values)
and after i.v. administration of randomized doses of
ODEO (1, 5, 10 and 15 mg/kg). Dose-response curves
were then obtained. Successive injections were
separated by a time interval sufficient to allow full
recovery of cardiovascular parameters. Similar records
were obtained after separate acute administration of
atropine (2 mg/kg; i.v.; 15 min.), a non-selective
antagonist of muscarinic receptors (Mitchelson, 1984)
or L-NAME (20 mg/kg, i.v. 30 min.), a competitive
inhibitor of NO-synthase (Moncada & Higgs, 1993).

Direct blood pressure measurements in
anaesthetized and vagotomized rats: The animals
were canulated as described above, maintained under
anaesthesia with sodium thiopental (45 mg/g; i.v.) and
controlled body temperature using an electric blanket
(35 £ 1°C). An intra-tracheal probe coupled to an
artificial ventilator (Rodent Ventilator, Ugo Basile)
was inserted in these animals, which were separated
into two groups. The first group was sham-operated
(SHAM), while a cervical bilateral vagotomy was
performed on the members of the second group.
Once cardiovascular parameters had stabilized
following the surgical procedure, MAP and HR were
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recorded before (baseline values) and after
administration of randomized doses of ODEO (1, 5,
10 and 15 mg/kg). Dose-response curves were
constructed as described above.

Rat atrium preparation: The animas were killed by
stunning and bled. The left and right atria were cut
perpendicular to the axis of the heart and suspended
by cotton threads in organ baths containing 10 ml of
Krebs's bicarbonate solution (composition in mM:
NaCl 118.0, KCI 4.7, CaCl,.2H,0 2.5, NaHCO, 25.0,
glucose 10.0, MgCl,.7H,0 1.2 and NaH,PO,H,O 8.5;
pH 7.4) maintained at 37°C and gassed with a
carbogenic mixture (95% O, and 5% CO,). Next, each
atrium was stabilized under a resting tension of 0.5 g
for a least 1 h. The left atrium was driven eectricaly
by two parallel platinum electrodes with rectangular
pulses at a frequency of 3 Hz, duration of 3 ms and
voltage of 1.5 times the excitation threshold for each
atrium. Isometric tension was recorded using a force
transducer (Ugo basile, Comerio, VA, Italy) coupled
to a physiograph (Gemini 2, Ugo Basile, Comerio,
VA, Italy). After stabilization, ODEO (0.1, 1, 10, 30,
100, 300 and 500 ng/mL) was administrated
cumulatively in the bath to obtain a concentration-
response curve before (control) and after 1 nM of
atropine. Concentration-response curves were also
obtained for CaCl, (0.8, 1.6, 3.2, 6.4, 9.6 and 12.8
mM) before (control) and after incubation of the
preparations with individual concentrations of ODEO
(1, 10, 30 and 100 rg/mL).

Statistical analysis. Vaues are expressed as means *
SEM. When appropriate, Student’st tests and two-
way analyses of variance (ANOVA) were conducted
in order to evaluate the significance of the differences
between means. All statistical analyses were done
using GraphPad PrismQ 3.0, GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA.

RESULTS

Table 1 shows basdline values of MAP and HR
in normotensive non-anaesthetized rats before
(control) and after acute administration of atropine
(2 mg/Kg; iv.) or L-NAME (20 mg/kg; i.v.). The acute
administration of atropine significantly increased the
HR, while acute administration of L-NAME increased
the MAP but reduces HR.

Table 1. Baseline values of Mean Arterial Pressure (MAP)
and Heart Rate (HR) in non-anaesthetized rats before
(control) and after acute administration of atropine or L-
NAME.

Control After aropine After L-NAME
MAP 1171 121+4 142+ 1*
(mmHg)
HR 35414 422+ 10* 305+ 7*
(bpm)

Vduesaremean + SEM of 6 experiments.
* p<0.05 vscontral.

ODEO (1, 5, 10 and 15 mg/kg i.v randomly)
induced hypotension (7+1, 15+2, 21+1 and 37+3%,
n=6, respectively) and bradycardia (2£0.3, 9+1, 18+4
and 53+4%, n=6, respectively) in a dose-dependent
manner (Figure 1). The hypotensive response was not
affected after atropine (2 mg/kg, i.v.) or L-NAME (20
mg/kg, i.v.) whereas the bradycardic response was
eliminated after atropine, but was not affected after
L-NAME (Figure 1).

Table 2 shows basdline values of MAP and HR
in control normotensive anaesthetized (SHAM) and
vagotomized rats. In these animals, only the HR vaue
increased significantly after vagotomy. Furthermore,
anaesthesia with sodium thiopental did not affect
significantly the ODEO-induced hypotension and
bradycardia when compared with that induced in non-
anaesthetized rats (10+1, 29+4, 31+5, 50+8% and
2+0.3, 16+4, 20+3, 43+6%, respectively, n=6).

Bilateral cervical vagotomy did not affect the
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Figure 1. Hypotensive and bradycardic response induced
by OEOD in non-anaesthetized rats before (control) and
after acute administration of atropine (2 mg/Kg, i.v.) or L-
NAME (20 mg/Kg, i.v). Values are mean + SEM of six
experiments. * p<0.05, ** p<0.01 and *** p<0.001 vs
control.

Table 2. Baseline values of Mean Arterial Pressure (MAP)
and Heart Rate (HR) in anaesthetized rats before (SHAM)
and after bilateral cervical vagotomy (vagotomized).

SHAM Vagotomized
MAP 121+ 3 122+5
(mmHg)
HR 403% 10 472+ 12 *
(bpm)

Vauesaremean+ SEM of 6 experiments.
* p<0.05vsSHAM.

R After atropine
I After L-NAME

% of hypotension
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hypotensive response (11+2, 34+2, 46+5 and 51+0.7
%, respectively, n=6), whereas the bradycardic
response was strongly reduced (1+0.2, 4+2, 6+1 and
10+2 %, respectively, n=6; Figure 2).

In rat atria, ODEO (0.1, 1, 10, 30, 100, 300
and 500 mg/mL) induced negative chronotropic and
inotropic effects that were not affected after 1 mM
atropine (figure 3). In addition, CaCl, induced positive
chronotropic and inotropic effects that were attenuated
after pre-incubation with ODEO (1, 10, 30 or 100
mg/mL; Figure 4a, b).
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Figure 2. Hypotensive and bradycardic response induced
by OEOD in anesthetized rats before (SHAM) and after
bilateral cervicad vagotomy. Vaues are mean + SEM of 6
experiments. ** p<0.01 and *** p<0.001 vs SHAM.

I After vagotomy
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Figure 3. Chronotropic and inotropic negative effects induced by OEOD (1, 10, 30, 100, 300 and
500 mg/mL) inisolated rat atriabefore and after atropine. Valuesare mean+ SEM of six experiments.
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Figure 4. Effect of the incubation with OEOD (1, 10, 30 and 100 ng/mL) on chronotropic (&) and inotropic (b) positive
effectsinduced by GG, (0.8, 1.6, 3.2, 6.4 and 9.6 mM) iniisolated rat atria. Values are mean + SEM of six experiments.

DISCUSSION

The major finding of the present study is that
ODEO induced hypotension and bradycardia in
normotensive rats, apparently due to a decrease in
peripheral vascular resistance and indirect activation
of cardiac muscarinic receptors, respectively. We
decided to evaluate the ODEO effects first on
cardiovascular parameters in non-anaesthetized rats
in order to avoid the influence of anaesthesia and stress

(Smith & Hutchins, 1980; Fluckiger et al., 1985). In
these animas, ODEO induced hypotension associated
with intense bradycardia.

It is well established that the primary autonomic
regulation of sinoatria node function is by vaga action
via stimulation of cardiac muscarinic receptors
(Peterson et al., 1984). Stimulation of these receptors
induces intense bradycardia followed by hypotension
due to a decrease in cardiac output. These receptors
are predominantly of the M, subtype (Caulfield, 1993;
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Brodde & Michel, 1999), as confirmed by the
localization of M, mRNA in the rat heart by in situ
hybridization (Hoover et al., 1994). Although the
expression of M;, M, and M, subtype muscarinic
receptor genes in the mammalian heart has been
reported, they have not yet been associated with any
functional response in rat atria (Stengel et al., 2000).
In order to evauate the role of these receptors
in ODEO-induced responses, we performed
experiments in the presence of atropine, a
non-selective antagonist of muscarinic receptors
(Mitchelson, 1984). Under these conditions, only the
bradicardic response was eliminated. We may thus
conclude that ODEO could induce bradycardia via two
pathways: either directly in these receptors or
indirectly via vagal activation and release of
acetylcholine in the sinoatrial node. This was
investigated by using anaesthetized cervical bilateral
vagotomized rats. In these animals, the bradicardic
response to ODEO was strongly attenuated, suggesting
that the bradicardic response is due to an indirect than
direct activation of cardiac muscarinic receptors.
These results also suggest that hypotension do not
appear to be due to a decrease of cardiac output as a
function of the intense bradycardia, but is probably
due to a decrease in periphera vascular resistance.
It is well established that NO is a major
endothelium-derived relaxing factor, both in vivo and
in vitro (Moncada et al., 1991), and that the release
of NO from endothelial cells leads to relaxation of
vascular smooth muscle cells and plays a critical role
in the maintenance of vascular tone (Moncada et al.,
1991; Moncada & Higgs, 1993). It is thus reasonable
to assume that the decrease in blood pressure is due to
NO release from the vascular endothelium and the
subsequent reduction of peripheral vascular resistance.
In order to investigate the possible involvement
of NO in the ODEO-induced hypotensive response,
we performed experiments in non-anaesthetized rats
pre-treated with L-NAME, an inhibitor of NO-
synthase (Moncada & Higgs, 1993). In this condition,
the effects of ODEO were not atered, suggesting that
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NO do not gppear to be involved in the ODEO-induced
hypotensive response.

To rule out the hypothesis that ODEO is acting
directly on cardiac muscarinic receptors to produce
the bradicardic response, we used isolated rat atria.
In these preparations, ODEO-induced negative
chronotropic and inotropic effects that were not
affected by atropine, confirming that bradycardia
OEOD do not redly appear to be due to direct cardiac
muscarinic receptors activation. Furthermore, these
effects do not appear to be essentia to the expression
of the bradycardic response induced by OEOD in non-
anaesthetized rats, but can contribute to the
bradycardia

The C&* channels in many different cell types
are activated upon membrane depolarization and
mediate C&* influx in response to action potentials.
The Ca* entering cells through voltage-operated Ca*
channels serves as the second messenger of electrica
signaling, initiating intracellular events, such as
contraction. Multiple types of Ca?* channds have been
identified by their physiological and pharmacological
properties (Catterall, 2000). In cardiac muscle, the
major expressed Ca?* channels have been designated
as L-type (Larsen et al., 2002). Their functional
activity is decreased by Ca?* channel antagonists
(McDonald et al., 1994).

As trans—caryophyllene, the major compound
found in ODEO could be due to a Ce?* channd blocker
properties in isolated cardiac ventricular cells (Sensch
et al., 1993), it is possible to hypothesize that the
negative chronotropic and inotropic effects induced
by ODEO could be due to a C&* channel blockade.
To evaluate this possibility, we recorded
concentrations-response curves to CaCl, in the
presence of the oil. Thus, CaCl, produced positive
chronotropic and inotropic effects that were
significantly attenuated or eliminated by ODEO,
suggesting that ODEO acts via inhibition of the C&*
influx in isolated rat atria.

In conclusion, the results demonstrate that
ODEO induces hypotension, apparently due to a
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reduction in peripheral vascular resistance, and
bradycardia, related to indirect activation of the cardiac
muscarinic receptors via vagal stimulation. ODEO-
induced negative chronotropic and inotropic effects
in rat atrium, probably due to inhibition of Ca* influx,
which also appears to contribute to the ODEO-induced
bradycardia.
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ECHINODERMATA DA BACIA DE CAMAMU, BAHIA, BRASIL

Cynthia Lara de Castro Manso!

RESUMO

Apresenta-se uma lista dos Echinodermata da bacia de Camamu, Bahia. Dentre os equindides, sdo registrados pela primeira
vez Paraster floridiensis (Kier & Grant, 1965) no Brasil e no nordeste Agassizia excentrica Agassiz, 1879. Descreve-se uma
espécie nova de ofiuréide do género Amphioplus e apresenta-se uma chave para as espécies brasileiras.

Palavras-chave: Bacia de Camamu, Echinodermata.

ABSTRACT
A list of the Echinodermata from the Camamu Basin in the Brasilian state of Bahia, is presented. Of the echinoids, Paraster
floridiends (Kier & Grant, 1965) was recorded for the first timein Brasil, and Agassizia excentrica Agassiz, 1879 for the first
time in the Brasilian Northeast. A new species of ophiuroid of the genus Amphioplus is described and a key for Brasilian

Species is presented.

Keywords: Camamu Basin, Echinodermata

INTRODUGAO Psamica da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Durante projeto de monitoramento sobre a

influéncia da perfuragdo de pogos de petréleo na LISTA DAS ESPECIES
macrofauna bent6nica do bloco BM-CAL-4, reglizado

pela ENSR International Brasil Ltda, vérias espécies Classe Asteroidea

de equinodermos foram coletadas, dentre estas uma Ordem Paxilosida Perrier, 1884

nova espécie de ofiurdide do género Amphioplus. Neste Familia Astropectinidae Gray, 1840

trabalho é apresentada uma lista das espécies com Astropecten armatus brasiliensis (Muller &
comentarios sobre Paraster floridiensis, Agassizia Troschel, 1842)

excentrica (Echinoidea) e Ophiophragmus cubanus

(Ophiuroidea). As coletas foram reaizadas com um Classe Ophiuroidea

busca fundo van Veen, pelo bidlogo Mério Sérgio Ordem Ophiurida Muller & Troschel, 1840
Ximenez, durante dezembro de 2002 a abril de 2003, Familia Ophionereididae Ljungman, 1867
entre as latitudes 13°35" e 14°00°S. O material Ophionereis squamulosa  Koehler, 1914
coletado esta depositado no Laboratério de Fauna Familia Ophiodermatidae Ljungman, 1867

! Fundacao Pal eontol 6gica Phoenix, Rua Geraldo Menezes de Carval ho, 218, Suissa, Aracaju, Se, 49050-750, cynthia@phoenix.org.br
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Ophioderma brevispinum (Say, 1825)
Familia Amphiuridae Ljungman, 1867
Amphiodia atra (Stimpson, 1852)
Amphiodia pulchella (Lyman, 1869)
Amphiolus brasiliensis Tommasi, 1970
Amphioplus camamuensis sp n.
Amphiura sp.
Ophiophragmus cubanus (A. H. Clark, 1917)
Ophiophragmus brachyatis H. L. Clark,
1915
Familia Ophiothrichidae Ljungman, 1867
Ophiothrix angulata (Say, 1825)

Classe Echinoidea
Ordem Spatangoida Claus, 1876
Familia Schizasteridae Lambert, 1905
Paraster floridiensis (Kier & Grant, 1965)
Agassizia excentrica Agassiz, 1879
Classe Holothuroidea
Ordem Apodida Brandt, 1835
Familia Synaptidae Burmeister, 1837
Leptosynapta sp.

Paraster floridiensis (Kier & Grant, 1965)

Material examinado: um exemplar, com parte dos
espinhos ainda conectados a carapaga, coletado em
22/01/2003 na estagdo GD9 (519686N/ 8494061E) a
45m de profundidade.

Diagnose: Carapaga globular com o sistema apical
central; ambulacro 1ll estreito com as pétalas
anteriores levemente flexionadas (Figura 1).

Descricdo: Carapaca subglobular quase tao larga
guanto longa com 12,0 mm de comprimento, 11,0
mm de largura e 9,5 mm de altura, recoberta por
espinhos finos e hialinos, muitos destes espinhos
levemente curvados e com as pontas ligeiramente
espatuladas. Os espinhos que cobrem as placas do

plastréo diferem daqueles do restante da carapaga.

Estes sdo longos, finos e com as pontas aargadas e
arredondadas assemelhando-se a uma colher. As
placas proximas aos filodios ndo possuem espinhos;

estes também sdo escassos nas placas ambulacrais
seguintes &s pétalas. O sstema gpica é etmolitico com
quatro poros genitais. O ambulacro 111 possui um sulco
profundo estendendo-se em diregdo ao peristoma. Os
poros, de onde partem podios de tonalidade alaranjada
a avermelhada, sdo arranjados em séries simples
proximos as paredes do sulco ambulacral. Pétalas
pares anteriores levemente curvadas na por¢do distal,

com 15 pares de poros iguais em forma de fenda curta.

Pétalas pares posteriores com oito pares de poros
semelhantes nas duas séries; os pddios mais finos é
de cor alaranjada, com tonalidade mais clara do que
aquela do ambulacro IlIl. O peristoma €
aproximadamente trés vezes mais largo que longo,
estreito e localizado préoximo a margem anterior. O
periprocto esté localizado em posi¢do vertical na
margem superior da regido posterior. Fasciolos
peripetédlico e l1&ero-ana presentes (Figura 1); fasciolo
peripetdlico préximo as extremidades das pétalas,
exceto no interambulacro 5, mais largo nas
extremidades dos pares de pétaas anteriores (11 e 1V);

fasciolo lateral inicia-se na regido proxima as pétalas
pares anteriores e segue em diregdo ao periprocto,
passando abaixo deste. As placas do plastréo formam
um tridngulo estreito e convexo. N&o foi possivel

observar pedicelérios, entretanto Kier & Grant (1965)

visualizaram apenas alguns pedicelérios globiferos.

Comparactes P. floridienss difere de P. doederleini
(Chesher, 1972) pelo formato mais arredondado da
carapaca, pétalas mais flexionadas e no formato dos
espinhos da carapaca. Difere de P. rotundatus
Doderlein por apresentar o sistema apical mais
anterior, as pétalas posteriores situadas longe da borda
da carapaca, e pelo formato divergente e flexionado
do par anterior. P. floridiensis difere ainda de P.
compactus Kdehler da Baia de Bengala, por possuir
0s poros do ambulacro anterior obliquos, a carapaca
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mais larga e mais dta, péalas posteriores mais largas
e mals curtas e as péalas anteriores mais divergentes
(Kier & Grant, 1965).

Distribuicdo: Dos Estados Unidos (Fl6rida) a Bahia.

Comentérios: Os registros da distribuicdo de P.
floridiensis limitavam-se & Flérida e Caribe. Esta
espécie era ainda conhecida de profundidades mais
rasas, entre 2 a 25 metros (Hendler et al,(1995); neste
trabaho foi encontrada a 45 metros de profundidade.

Biologia: Os individuos desta espécie vivem no
interior de sedimentos lamosos ou arenosos,
enterrando-se até 250 mm de profundidade (Chesher,
1966). Também sdo encontrados entre os gréos de
sedimentos em associagdo com Paraster doederleini
(Chesher, 1972) e outros equindides espatangdides
(Hendler et al., 1995). Na baia de Camamu P.
floridiensis estava associado ao ofiur6ide Amphioplus
camamuensis sp. n.

Agassizia excentrica Agassiz, 1879

Material examinado: Cinco exemplares coletados em
janeiro e abril de 2003 nas estacbes GD2 (519693N/
8499938E), GD10 (521811N/8494926E), GD11
(521793N/8499082) e GD14 (521055N/8492039E),
entre 44 e 51 metros de profundidade.

Diagnose: Equindides peguenos de formato oval.
Sistema gpica fora do centro e mais proximo da regido
posterior.

Descricdo: Carapagas pequenas de formato oval
medindo entre 5,0 e 18,0 mm de comprimento
(Figuras 2 A, F). Carapagas cobertas por espinhos
pequenos, afilados e vitreos; sobre as placas do
plastrédo estes espinhos sdo espatulados e pouco
maiores que os demais (3mm) (Figura 2B); espinhos
a0 redor do periprocto  muito pegquenos. Os tubérculos
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da regido anterior que margeiam o ambulacro Il sdo
um pouco maiores que os demais. O sistema apica é
pouco afastado do centro em direcéo a regido posterior.
Quatro poros genitais. A madreporita estende-se entre
0S poros genitais posteriores (Figura 2 C), o nimero
de poros da madreporita tende a diminuir com o
aumento da carapaga. Ambulacro Il muito raso
préximo ao sstema gpica e quase que apenas marcado
na regido distal; os poros deste ambulacro sdo
pequenos e dificeis de serem distinguidos. Pétalas
pares anteriores mais longas que as posteriores, com
0s poros da série anterior diminutos, os demais
semelhantes aos da série posterior. Periprocto  situado
verticalmente na margem superior da regido lateral
posterior; as placas do periprocto s&o um pouco
maiores proximos as bordas e diminuem préximo ao
centro (Figura 2E). Peristoma localizado na regido
ventral anterior com formato semilunar (Figura 2D),
coberto por cerca de sete placas grandes. Esterno longo
e triangular, recoberto por espinhos espatulados. N&o
foi possivel observar nenhum pedicelario.

Distribuicéo: Do Caribe ao Brasil.

Comentérios: E a primeira vez que a espécie é
assinalada para a costa nordeste do Brasil.

Biologia: A. excentrica foi obtida no interior de
sedimentos finos, junto aos ofiurdides Amphiodia atra,
Amphioplus camamuensis sp. n. e Amphiodia
pulchella.

Ophiophragmus cubanus (Clark, 1917)

Material examinado: Um exemplar da estagdo GD1
(517586N/ 8499079E) coletado em janeiro de 2003 a
36 metros de profundidade.

Diagnose Papilas semelhantes a espinhos na margem
do disco, espalhadas nas regifes dorsal e ventral.
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Vérias placas dorsais braquiais fendidas. Trés
espinhos braquiais pontiagudos e levemente
comprimidos.

Descricdo: Disco 9,5mm de didmetro; acentuadas
reentréncias interradiais, coberto por escamas
peguenas e imbricadas. Bragos muito longos, cerca
de 150 mm de comprimento. Escudos radiais
aproximadamente duas vezes mais longos do que
largos, unidos principalmente na regido distal e
separados na porgao proximal por até quatro escamas.
Pequenas papilas espiniformes verticais na margem
distal do disco, com falhas; numerosas papilas nas
reentrancias interradiais do disco e préximo as
extremidades distais dos escudos radiais, pouco
presentes entre os escudos radiais e umas poucas
espalhadas aleatoriamente entre as escamas da
superficie dorsal do disco (Figura 4A). Regido ventral
recoberta por escamas semelhantes as da regido dorsdl.
Papilas pequenas e espiniformes semelhantes aquelas
observadas na regido dorsal, em maior quantidade na
por¢do mediana da regido ventral interradial. Fendas
bursais longas com os bordos delineados por escamas
um pouco maiores do que as da regido ventral.
Escudos orais losangulares com a extremidade
proximal mas aongada. Escudos adorais
subtriangulares contiguos e afilados na regido
proximal. Mandibulas largas, cdncavas e curtas com
duas papilas orais de cada lado. Papila distal com
formato triangular, maior que a proxima e
posicionada préximo ao escudo adoral. Par de papilas
infradentais em posi¢cdo vertical no &pice da
mandibula; abaixo destas, uma fileira de dentes
guadrangulares (Figura 4B). Placas ventrais dos
bracos de formato subpentagonal com peguenas
reentréncias laterais. Placas laterais proeminentes com
trés espinhos semelhantes; estes alargados na regido
proximal, afilados na extremidade distal e levemente
comprimidos. Duas escamas tentaculares; a externa,
subtriangular, posicionada na placa lateral. Placas
braquiais dorsais mais largas do que longas com as
bordas arredondadas, muitas fragmentadas na linha

média da regido dorsal.

Distribuicado: Ilhas Dry Tortugas, Cuba, Ilhas Virgens,
Belize e Brasil.

Biologia: A espécie é encontrada em dreas de mangue,

onde vive enterrada no sedimento lamoso, movendo
lentamente as pontas de seus bragos em direcédo a
superficie do sedimento a fim de coletar alimentos
entre os detritos. Muitas vezes é encontrada junto ao

poliqueta comensal Malmgreniella puntotorensis

(Hendler et al, 1995). Na baia de Camamu foi coletada
junto ao ofiuréide Ophioderma brevispinum (Say,

1825).

Amphioplus camamuensis sp. n.

Holétipo: um exemplar coletado na estacdo GD14 da
Empresa Bioconsult Ambiental Ltda, Bacia de
Camamu, Bahia

Parétipos 1 exemplar completo; 35 exemplares sem
a parte superior do disco e duas partes superiores do
disco isoladas obtidas no periodo de janeiro-junho de
2003 nas estagBes: GD1 (517586N/8499079E); GD2
(519693N/8499938E); GD9 (519686N/8494061E);
GD10 (521811N/8494926E);GD11  (521793N/
8499082E); GD13 (518948N/8491171E); GD14
(521055N/8492039E); GD15; GD16;GD18 (Sem
coordenadas).

Diagnose: Pequeno ofiur6ide de aparéncia delicada;
escudos radiais estreitos e separados. Regido dorsal e
ventral do disco coberta por escamas pequenas e
imbricadas, uma pequena escama tentacular; trés
espinhos braquiais.

Descricéo: Discos 4,00 a 5,00 mm de diédmetro de
contorno semipentagonal e com leves reentréncias
interradiais. Escamas da regido dorsal peguenas e
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imbricadas. Escamas centro-dorsal e primarias muito
pouco aparentes. Escudos radiais aproximadamente
quatro a cinco vezes mais longos do que largos unidos
apenas na extremidade distal e separados por cinco a
seis escamas estreitas (Figura 3A). Regido ventral do

disco totalmente recoberta por escamas pequenas e
imbricadas e pouco menores do que aguelas que
cobrem a regido dorsal. Fendas bursais longas

margeadas por escamas estreitas. Escudos orais com
a regido distal arredondada e a proximal afilada

Escudos adorais triangulares afilados anteriormente
e aargados na regido distal, com uma leve depressio

na margem distal. Um par de papilas infradentais no

apice das mandibulas. Quatro papilas orais, a proximal

peguena, e pouco afilada; a segunda e a terceira,

maiores e com o0s bordos arredondados, esta Ultima
encostada no escudo adoral; a quarta, arredondada e
menor que as demais, seria a escama do poro
tentacular oral (Figura 3B). Bragos longos, com as

placas dorsais medianamente convexas e quase téo
largas quanto longas. Placas braquiais ventrais
subpentagonais com uma acentuada reentrancia na
margem distal. Uma peguena escama tentacular ao
longo de todo o brago. Placas braguiais laterais tocam-

se na regido mediana ventral, com trés espinhos
levemente comprimidos e afilados.

Etimologia: Da localidade tipo, Bacia de Camamu,
Bahia

Distribuicéo: conhecida somente da locaidade tipo.

Comparagdes A nova espécie de equinodermo difere
das demais espécies de Amphioplus assinaladas para
0 Brasil e regifes vizinhas principamente no nimero
de escamas tentaculares, duas em Amphioplus lucyae
Tommasi, 1971, A. albidus (Ljungman, 1967), A.
brasiliensis Tommasi, 1970 e A. mathildae Tommasi
& Abreu, 1974. Difere de A. corniortodes H. L. Clark,
1918, pela auséncia de escamas ha regido ventral e
de 2 escamas tentaculares. A. sepultus Hendler, 1973
tem duas escamas tentaculares, A. trombodes H. L.
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Clark, 1918 tem formato papilar das escamas da regido
dorsal do disco, A. (Unioplug daleus (Lyman, 1879)
tem escudos radiais mais largos, papila oral distal
maior e espinho braquial médio maior.

Biologia: O novo Amphioplus foi coletado juntamente
com os ofiuréides Amphiodia pulchella, Amphiodia
atra e os equindides Agassizia excentrica e Paraster

floridiends, a 36 - 51 metros de profundidade. Devido
as suas caracteristicas morfolégicas, esta espécie é
referida para fundos formados em sua maior parte
por elementos finos.

Chave para as espécies do género

Amphioplus Verril, 1899 da costa brasileira.

1 Umaescama tentacular A. camamuensis

Duas 2
2 Espinhos braguiais com denticulos 3
Sem 4
3 Quatro atrés espinhos braquiais A. mathildae

largos e rombudos

Trés espinhos braquiais afilados A. brasiliensis

4 Escamas centro-dorsal e primérias  A. lucyae
aparentes
Nao A. albidus

Comentarios

A maior ocorréncia dos Ophiuroidea na bacia
de Camamu parece estar de acordo com o esperado
nas regides tropicais (Manso & Absaldo, 1988).

Com relagdo a domindncia de espécies,
Amphiodia atra foi a dominante, provavelmente
devido ao hébito gregario e pouca mobilidade no
sedimento, formando os chamados “bancos de
ofiurdides’ nos ambientes estuarinos e lagunais
(Hendler, et al., 1995, Hendler, 1996). Esta espécie
pode viver associada ao ofiuréide Hemipholis
elongata, em &guas com salinidade e temperatura
médias de 28%o e 26,1°C (Tommasi, 1970; Nunes,
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1975). A atra pode ainda ser encontrada associada a
Ophiostigma isocanthum, Hemipholis elongata,
Amphiopholis subtilis, Amphiodia riisei, A pulchella
e Ophiophragmus luetkeni (Manso & Alves, 1999;
Manso & Absaldo, 1988).
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Figura 4. Ophiophragmus cubanus: A
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EMPREGO DE POECILIA VIVIFARA (CY PRINODONTIFORMES) E ARTEMIA SALINA (CRUSTACEA) FARA
DETERMINAR A TOXICIDADE AGUDA DA AGUA DE PRODUGAO DE PETROLEO EM SERGIPE,
BRASIL

Edison Barbierit
RESUMO

A toxicidade aguda da agua de producgdo de petréleo no Estado de Sergipe (Brasil) foi avaliada em Poecilia vivipara
(Cyprinodontiformes) e Artemia salina (Crustacea). Os animais foram expostos a diferentes dilui¢cdes do efluente por 96
horas. Cinco réplicas com 10 individuos de P. vivipara foram submetidos as diluicdes de 1%, 5%, 10%, 20%, 30%, e 50% de
agua de producéo. O grupo controle ndo recebeu &gua de producdo. Os individuos mortos foram contados apds 24, 48, 72 e 96
horas de exposi¢ao a &gua de produgdo. As CL50 foram 32.11%, apds exposicao de 24 horas, 24.57% em 48 horas, 22.77% em
72 horas e 19.98% em 96 horas. O intervalo da CL(l) para A. salina foi 28.24% e 29.12% durante 24 horas de exposi¢ao.

Palavras-chave: Poecilia vivipara, Artemia salina, toxicidade, &gua de produg&o, Brasil.

ABSTRACT

The acute toxicity of effluent water from the production of petroleum in the Brasilian State of Sergipe was evaluated in
Poecilia vivipara (Cyprinodontiformes) and Artemia salina (Crustacea). The animals were exposed to different concentrations
of the effluent for a period of up to 96 hours. Five replicates of ten individuals of P. vivipara were exposed to 1%, 5%, 10%,
20%, 30% and 50% dilutions of effluent water. The control group did not receive effluent water. Dead individuals were
counted after 24, 48, 72 and 96 hours of exposure. The LC50s were 32.11% after 24 hours of exposure, 24.57% in 48 hours,
22.77% in 72 hours and 19.98% in 96 hours. The LC50 interval for A. salina was 28.24% to 29.12% during 24 hours of
exposure.

Key words: Poecilia vivipara, Artemia salina, toxicity, effluent water, Brasil.

necessarias respostas rapidas e os testes de toxicidade
aguda sdo ferramentas confiaveis para estimar as

INTRODUCAO

Testes de toxicidade 80 necessarios para avaiar
a poluicdo aquética, uma vez que os testes fisico-
quimicos sdo ineficazes em detectar efeitos deletérios
causados a biota, bem como ndo detectam varias
classes de compostos quimicos poluentes (Tarzwell,
1971; Pantini et al., 1995, Barbieri, Phan & Gomes,
2000). Para estimar os efeitos deletérios de materiais
téxicos sobre o ambiente, freglientemente sdo

concentracBes nas quais produtos toxicos podem
provocar efeitos deletérios sobre os organismos.

Os peixes e invertebrados aquéaticos sdo
sensiveis as variagOes de parametros ambientais e por
isso sdo utilizados como modelos para testes de
poluentes (Barbieri, Phan & Gomes, 1998; Barbieri,
Oliveira & Serraheiro, 2002). Entretanto, sdo poucas
as espécies aquaticas tropicais que tém sua

! Ingtituto de Pesca-SAASP, caixapostal 61, CEP 11990-000, Cananéia(SP), edisonbarbieri @yahoo.com.br
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sensibilidade determinada, o que leva a utilizagdo de
informagOes da literatura sobre a toxicidade de
efluentes avaliados em outros paises, em condicles
ambientais diferentes das encontradas no Brasil, como
no caso da toxicidade da &gua produzida derivada da
extracdo de petrdleo e gés. Pesquisas sobre toxicidade
em ambientes brasileiros sdo de grande interesse, ndo
sO para os programas de agentes tOxicos, como
também na avaliacdo de possivels impactos ambientais
de substancias toxicas sobre a biota aquética e suas
possivels implicagcBes na preservagcdo ambiental, pois
durante a producdo de petrdleo e gas ha a liberagdo
para o ambiente de um grande volume de &gua
produzida (Henderson et al., 1999). A &ua produzida
€ amaior fonte de poluicdo relacionada as atividades
petroliferas, pois ela contém muitos contaminantes,
incluindo hidrocarbonetos, metais pesados e aditivos
quimicos (Higashi et al. 1992; Stephenson, 1992). O
objetivo do presente trabalho foi determinar a
toxicidade aguda da &gua de producdo de petréleo em
Sergipe.

MATERIAL E MET ODOS

Os testes de toxicidade seguiram as
recomendagdes da 172 e 182 edi¢Bes do “Standard
Methods for the Examination of Water and
Wastewater” (APHA, 1989, 1992). Os animais
uwilizados nos testes foramo pe xe ci pri nodonti f or ne
Poecilia vivipara Bloch & Schneider, 1801 e embrifes
do crustaceo Artemia salina (L., 1758), mantidos em
aquérios de vidro.

Para a obtencdo de nauplios de A. salina
utilizou-se um lote de cistos procedentes das sainas
da regido de Macau (RN). Foram utilizados nauplios
de 6 a 8 horas de idade, obtidos 24 horas gpds 0 preparo
dos cistos para a eclosdo, com a finalidade de utilizar
nos testes nauplios no estagio Il de desenvolvimento
(Veiga, 1989).

Os testes com Poecilia vivipara foram
realizados em sistema semi-estéstico com a renovagao
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da solugdo-teste a cada 24 horas, utilizando-se &gua
desionizada. Para a andlise da toxicidade aguda da
agua de producdo, foram empregadas as diluicbes 1%,

5%, 10%, 20%, 30%, e 50%. O grupo controle ndo
recebeu &gua de producdo. Como a salinidade da égua
de producdo de petrdleo foi 48, foram utilizados
controles com salinidade diferentes: um com
salinidade O e outro 25, pois na diluigdo de 50% a
salinidade foi 25. Os parémetros da égua dos aquérios
foram monitorados nos instantes 0, 2, 4, 6, 8, 12, 24,

48, 72 e 96 horas. temperatura (20.0-25.0°C), oxigénio
dissolvido (7.5-7.8mgO /I), pH (6.54-7.53), ambnia
(0.076-3400mg/l) e cozndutividade (220-31000ms/

cm).

Foram utilizados dez peixes para cada
concentragdo com cinco réplicas. Para mortalidade
foram determinadas as concentragdes letais (CL) do
agente toxico que causa mortalidade de 50% dos
organismos em 24, 48, 72 e 96 horas, utilizando-se a
terminologia CL(l), proposta por Lloyd & Tobby
(1979). Foram considerados somente os testes em que
a mortalidade no controle ndo foi superior a 10% dos
organismos testados.

RESULTADOS

Nos ensaios de Poecilia vivipara com &gua de
producdo de petroleo constatou-se aparente
similaridade entre as cinco réplicas. Os valores das
CL(I) obtidos para as dilui¢Bes de agua produzida
Stuaram-se entre 29.42% e 33.98%, durante o periodo
de exposicéo de 24 horas, 24.18% e 26.15% em 48
horas, 22.35% e 24.18% em 72 horas, 17.94% e
22.35% em 96 horas (Tabelas 1 e 2).

Os valores das CL(I) obtidos para as dilui¢des
de &gua produzida durante o periodo de exposicéo de
24 horas, utilizando Artemia salina como indicador,
Situaram-se entre 28.24% e 29.12% . Estes resultados
foram aparentemente similares entre as réplicas
(Tabela 2).

O aumento da concentragdo e do tempo de
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Tabela 1. Toxicidade aguda da &gua de producdo de petrdleo
em diferentes periodos de exposi¢éo para Poeciliavivipara.

CL(1)50 Intervalo de Confianca

%dediluicdo  LimiteInferior  Limite Superior
Réplical
24h 33,98 29,06 39,73
48h 26,15 23,17 29,52
72h 24,18 20,01 29,21
96h 22,35 17,88 27,95
Réplica2
24h 31,83 26,81 37,78
48h 24,18 20,01 29,21
72h 22,35 17,88 27,95
96h 18,72 13,85 25,29
Réplica3
24h 31,80 26,81 37,78
48h 24,18 20,01 29,21
72h 22,35 17,88 27,95
96h 20,67 16,28 26,23
Réplica4
24h 29,42 23,50 36,84
48h 24,18 20,01 29,21
72h 22,65 19,58 26,19
96h 17,94 14,36 22,26
Réplica5
24h 33,54 27,76 40,42
48h 24,18 20,01 29,21
72h 22,35 17,88 27,95
96h 20,25 15,17 27,03

Tabela 2. Toxicidade aguda da &gua de produgo de petrdleo
durante 24 horas de exposi¢do para Artemia salina.

Vaores de CL(1)50 Intervalo de confianca
Réplicas em 24 horas Limite Limite
inferior Superior

1 28,24 26,49 30,11

2 28,44 26,43 30,61

3 26,95 24,23 28,82

4 27,82 25,32 29,12

5 29,12 28,34 31,42

exposicdo a &gua de producdo causaram maior
mortalidade. Nas concentragdes iguais ou menores do

gue 5% de agua produzida ndo houve mortalidade.

Em todos os tempos de exposicdo testados a
mortalidade atingiu niveis proximos a 54% apos 24
horas e de 100% ap0s 48 horas de exposi¢do a 40%

de &gua de producdo. Apds 24 horas de exposicao com
50%de &gua de producdo a nortal i dade de Poecilia
vivipara atingiu 100%. Nas concentracdes onde a
quantidade foi inferior a 5% de &gua produzida ndo
ocorreram mortes nos tempos de exposicdes testados
(24, 48, 72 e 96 horas).

DISCUSSAO

O efeito de poluentes nos organismos é
complexo, resultante das interferéncias fisico-quimicas
do meio externo e das fungdes vitais. Para monitorar
a qudidade ambiental € necess&rio que sgiam avaiados
rapidamente estes efeitos. Testes de CL50, que
guantificam alteragdes nas taxas de mortalidade sob
influéncias deletérias, sdo amplamente empregados
para ese fim (Barbieri, Oliveira & Serraheiro, 2002).

A comparagdo das concentragdes letais (CL50
e CL100) mostra que na mesma espécie os individuos
ndo reagem com a mesma intensidade & mesma
concentragdo de uma substancia. Por isso, a0 serem
avaliadas a toxicidade de um produto quimico sobre
0 ambiente ndo deve ser considerado apenas o efeito
médio sobre um grupo de individuos, mas também
deve ser considerada a sensibilidade individual, que
pode variar em relagdo aos diferentes toxicos do
ambiente (van Egmond, Hambling & Marshall, 1999;
Barbieri, Serralheiro & Rocha, 2001).

A sensibilidade individual é determinada por
fatores hereditarios e influenciada pela idade dos
individuos, devido as modificacdes na atividade de
diversas enzimas. Por isso, peixes juvenis sdo
geralmente mais sensiveis a certas toxinas. Nos
primeiros estégios de desenvolvimento 0s organismos
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apresentam maior sensibilidade, provavelmente
devido & maior atividade mitdtica durantes estas fases
(Swedmark et al., 1971). A capacidade de absorcéo
reduzida do estdbmago e do intestino pode também
diminuir a sensibilidade de algumas substéncias
toxicas (Babrieri, Oliveira & Serralheiro, 2002). E
mais comum, contudo, verificar que peixes com mais
idade se mostrem mais sensivels a poluentes quimicos
do ambiente, pois a metabolizagdo e excregdo dos
contaminantes se processa de modo mais lento.

Neste estudo, a CL(1)50 de Poecilia vivipara
exposta a &gua produzida apresentou sobreposi¢do nos
intervalos de confianga entre os tempos de exposicdo
(24, 48, 72 e 96 horas), sugerindo que os resultados
podem ser reprodutiveis. Brendehaug et al. (1992)
estudaram a toxicidade de agua produzida em
Skeletonema costatum (microalga), Artemia salina
(crustéceo) e Photobacterium phosphoreum (bactéria).
Eles constataram que a letalidade em A. salina situou-
se abaixo de 20% de &gua produzida e que a toxicidade
foi mais altaem P. phosphoreum. Os valores obtidos
por Henderson ¢ al. (1999) para a toxicidade de agua
produzida utilizando a bactéria P. phosphoreum,
variaram entre 5% e 12%, enquanto os valores médios
de EC(50) para Skeletonema costatum foi 28% de
agua produzida. Neste estudo, a toxicidade para
Artemia salina situou-se abaixo de 29% de é&gua
produzida, semelhante a0 encontrado por Brendehaug
et al. (1992).
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INFLUENCIA DO ACIDO NAI-_TALENOACETICO NO CRESCIMENTO E ENRAIZAMENTO IN VITRO
DE PLANTULAS DE COQUEIRO (Cocos nucifera L.)

Marlucia Cruz de Santana*
Sivio Lopes Teixeira?

RESUMO

Neste estudo foi adicionado ANA (&cido naftalenoacético 5, 10 e 15mgL ) ao meio de cultura em trés grupos de plantulas de
coqueiro para verificar in vitro a influéncia do acido na €eficiéncia do enraizamento e no crescimento da parte aérea das
plantulas. O grupo controle nédo recebeu ANA. Apés 60 dias de cultivo, as diferengas entre as variaveis comprimento da parte
aérea e numero de raizes foram significantemente diferentes do controle e mais eficientes nas concentragdes 5mgL * (parte
aérea) e 15mgL ! (nimero de raizes) de ANA. Apds 90 dias de cultivo as diferencas entre as variaveis tamanho das pléantulas
e nimero de raizes foram significantemente diferentes do controle e mais eficientes nas concentrages 15mgL * (pléantulas) e
10mgL* (raizes) de ANA.

Palavras-chave: Cocos nucifera, embrido zigético, ANA, crescimento, enraizamento.

ABSTRACT

In this study, NAA (naphtal enoacetic acid) was added to three groups (5, 10 and 15mgL 1) of coconut palm plantule culturesin
order to evaluate the in vitro influence of the acid on plantule rooting and the efficency of the growth of aeria parts. The
control group did not receive NAA. After 60 days of culture, the variables aerial part length and number of roots were
signifficantly different from the control and more efficient at 5mgL  (agriad part) and 15mgL * (number of roots) of NAA. After
90 days of culture, the variables size of plantule and number of roots were significantly different from the control and more
efficient at 15mgL* (plantules) and 10mgL * (roots) of NAA.

Keywords: Cocos nucifera, zigotic embryo, NAA, growth, rooting.

INTRODUCAO

A produtividade das culturas de coco Cocos
nuciferaL.) esta diminuindo em todas as regifes do
mundo. Dentre os fatores responsaveis por este
declinio situam-se a caréncia de variedades com mais
produtividade e a erosdo genética. A sustentabilidade
das culturas do coco depende da disponibilidade e
acesso a diversidade genética pelos melhoristas e
produtores (Batugal & Engelmann, 1997). Uma das

solugdes para testar metodologias com a finalidade
de aumentar a eficiéncia das culturas de coco é
incrementar pesquisas com embrifes zigdticos in vitro
para otimizar 0 crescimento e 0 enraizamento das
plantulas, objetivo deste estudo.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados embrides de coco com cerca
de 11 meses de idade, provenientes da Estacdo

* Departamento de Biologia, Universidade Federa de Sergipe, Av. Marechal Rondon /n, Jardim RosaElze, SE, CEP 49100-00, mar@ufs.br
2 aboratério deFitotecnia, Universidade Estadua do Norte Fluminense, teixeira@uenf.br
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Experimental da PESAGRO, Campos dos Goytacazes,
Rio de Janeiro.

O meio de cultura utilizado foi o Y3 de
Eeuwens (1976), com vitaminas de Morel e Wetmore
(1951), caseina hidrolisada (100 mg L), sacarose
(6%), mio-inositol (100 mg L*) , carvéo ativado (1
mg L:%) e agar (0,6%). O pH da cultura foi gjustado
em 5.8 antes da autoclavagem.

Sessenta dias apds a inoculagdo (DAI) em meio
basico, as plantulas foram transferidas para meio de
cultura com écido (ANA),
constituindo trés grupos experimentais com 5mg L,
10 mg L't e 15 mg L'* de ANA. Cada grupo foi
composto por trés repeti¢des constituidas por embrifes
provetas, um embrido por proveta. O grupo controle
recebeu apenas meio de cultura sem ANA. A duragéo
dos tratamentos foi de 90 dias. A cada 30 dias as
plantulas foram transferidas para novo meio de
cultura, com as mesmas composi¢des e concentragtes
de ANA.

Os embrides foram incubados em cémara de
crescimento no escuro. Na fase de germinagdo a
temperatura foi mantida a 29 °C; apés 60 dias as
pléntulas foram cultivadas a 34 °C. Trinta dias apds
a inoculagdo as plantulas foram expostas a
fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de
30 mmol i s, fornecida por lampadas Gro-Lux.

As varidveis utilizadas foram os comprimentos
da folha, da raiz primaria e da plantula e 0 nimero de
folhas e raizes por plantula A estatistica utilizada
foi andlise de variéncia seguida por teste de Tukey, o
nivel de significancia foi de 5% (Zar, 1996).

naftal enoacético

RESULTADOS E DISCUSSAO

ApGs 60 dias de cultivo dos embrides em meio
de cultura com ANA, as diferencas entre as variavels
tamanhos das pléantulas, das raizes primérias e do
nimero de folhas ndo foram significantemente
diferentes do controle (F =3.04, p>0.05;

0.05(1)3,8
F =3.17, p>0.05 e F =2.89, p>0.05,
0.05(1)3,8 0.05(1)3,8

5 (1) 30-33, 2004 31

respectivamente; Tabela 1), mas as diferencas entre
0s tamanhos das partes aéreas e 0 nimero de raizes
foram significantes (F =492, p<0.05 e
F =637, p<0.05, respectivamente; Tabela 1).
Coo(ﬁt(ﬁ%fjiu para a significancia da variavel
comprimento da parte aérea a concentragdo 5mgL -*
de ANA; para a significancia da varidvel nimero de
raizes contribuiu a concentragdo 15 mgL ‘de ANA
(Tabela 2).

Quando as plantulas estavam com 90 dias de
cultivo as varidveis comprimento da parte aérea, raizes
e numero de folhas ndo foram significantemente
diferentes do controle (F =2.26, p>0.05;

0.05(1)3,8
F =3.54, p>0.05 e F =3.25, p>0.05,
0.05(1)3,8

0.05(1)3,8
respectivamente; Tabela 3), mas as variaveis
comprimento da pléntula e o nimero das raizes foram
significantes quando comparadas com o controle
(F =6.12, p<0.05 e F =8.10, p<0.05,

0.05(1)3,8 0.05(1)3,8
respectivamente; Tabela 3). Contribuiu para a
significancia da variavel comprimento da plantula a
concentracdo de 10 mgL - de ANA; para a variavel
nimero de raizes a maior contribuicdo foi na
concentracdo 10 mgL* de ANA (Tabea 4).

A dificuldade de enraizamento das pléantulas
de coqueiro cultivadas in vitro tem sido relatada na
literatura desde os experimentos pioneiros de cultivo
de embriBes de coco realizados por De Guzman e Del
Rosario (1964). Edta dificuldade é um <ério problema
que compromete a cultura do embrido zigético do coco
e a sobrevivéncia das plantulas na fase de
aclimatizacdo, porque as plantulas podem desenvolver
um deficiente sistema radicular ou mesmo nenhuma
raiz (Verdell et al., 1997). A utilizacdo de 20 mgL-*
de ANA, associado a utilizagdo de carvéo ativado no
meio de cultura, aumenta a eficiéncia na formacéo de
sistema radicular nos embrides de coqueiro in vitro,
mas Assy-Bah (1986) relata que tal procedimento
tem efeitos negativos sobre o crescimento das
plantulas na fase ex vitro.

Nos experimentos deste estudo, houve
crescimento no  comprimento das raizes em resposta
a concentragdo de ANA, porém sem atingir um pico,
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Tabelal. Anova: crescimento e enraizamento de plantulas de C. nucifera em meio de cultura com ANA,
apo6s 60 dias de cultivo.

Oricem | Comprimento da Comprimento da Tamanhoda  Nimero de NUmero de
98M 9"  PpateAdea(cm)  Raiz Pimaia(cm) _ Plantula(cm) Folhas Raizes
Entre 3 29.85 2.7 33.58 0.26 31.43
Erro 8 6.06 0.85 11.04 0.09 493

g.l., grausdeliberdade

Tabela 2. Teste de Tukey: andlise da significancia das diferencas
entre 0s grupos parte aérea e raizes de plantulas de C.nucifera
em meio de cultura com ANA, ap6s 60 dias de cultivo.

Concentragg de ANA  Comprimento da Parte NOmero de Raizes

(mgL™h) Adrea(cm)

Controle 18,67 6.00°
5 23.3¢° 593"
10 16.77 567"
15 16.47° 12.33

Médiasiguais nas colunas sdo representadas pelas mesmas | etras.

Tabela 3. Anova: Crescimento e enraizamento de pléntulas de C. nucifera em meio de cultura com ANA,
apo6s 90 dias de cultivo.

Origem | Comprimento da Comprimentoda ~ Comprimento da NUmero de NUmero de
9 9% PateAéea(cm) Raiz (cm) Pléantula(cm) Folhas Raizes
Entre 3 584 10.53 29.45 0.13 29.49
Erro 8 258 297 481 004 364

gl., grausdeliberdade

Tabela 4. Teste de Tukey: andise da significancia das diferencas entre os
grupos pléntulas e raizes de plantulas de C.nucifera em meio de cultura
com ANA, apds 90 dias de cultivo.

Concentra;oldeANA Comprimento da Plantula NGmero de Raizes

(mglL") (cm)

Controle 28.65” 407"
5 33.02° 753%
10 36.27 11.33
15 3317° 967

Médiasiguais nas colunas sfo representadas pel as mesmas | etras.
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mesmo na maior concentragcdo de 15 mg L. Ziv
(1995) considera que o sistema radicular deficiente é
uma das principais causas da morte de pléantulas na
fase ex vitro. Dificuldades no enraizamento das
plantulas de coqueiro foram observadas desde o inicio
do desenvolvimento da técnica (Reynolds, 1982). Em
experimento in vitro conduzido com embrido de
Zizania aquatica L., também foi observado que o
crescimento em cultura foi caracterizado pelo
desenvolvimento precoce da parte aérea e crescimento
minimo da raiz primé&ia (Crocker & Barton, 1957).

A necessidade de uma fase de enraizamento com
ANA para plantulas de coqueiro cultivados in vitro
foi confirmada neste estudo, o que concorda com 0s
dados de Melo (2000) para pléantulas da guarirobeira
(Syagrusoleracea (Mart.) Becc.), as quais plantulas
ndo formaram raiz fasciculada na auséncia de
reguladores de crescimento. A utilizagdo de ANA na
concentracdo de 1.0 mgL ' no meio de cultura foi
necessaria para promover 0 enraizamento adequado
dessa palmeira, uma concentragdo bem inferior a
necessaria para enraizamento de pléntulas de coqueiro.
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