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Resumo

A presente dissertacao foca-se na biologia das anémonas-do-mar do
género Actinia Linnaeus 1767, um grupo com ampla heterogeneidade
morfolégica e biogeografica. Embora seja bastante comum, ainda existem
duvidas acerca da sua biologia, ecologia e taxonomia. A fim de contribuir
para o conhecimento da biologia deste género, comecgou-se por utilizar uma
técnica molecular para identificar as espécies deste género presentes na
Peninsula Ibérica. Adicionalmente, determinou-se a relagio genética
existente entre os adultos e os polipos incubados em anémonas deste género
presentes na costa Portuguesa, de modo a averiguar o tipo de reproducio
utilizada por estas anémonas. Finalmente, estudou-se a presenc¢a e
frequéncia de comportamentos agonisticos das anémonas da espécie A.
fragacea Tugwell, 1856.

O primeiro estudo permitiu validar a presenca de trés espécies do género
Actinia na Peninsula Ibérica: A. equina (Linnaeus, 1758), A. schmidti
Monteiro, Solé-Cava & Thorpe, 1997 e A. fragacea. A relagio entre adultos
e polipos por eles incubados sugere fortemente que o tipo de reprodugio
associada a viviparidade é assexuada. Para o estudo do comportamento em
A. fragacea foram realizados 24 testes, em que anémonas geneticamente
iguais ou diferentes foram colocadas em contacto, sendo descritos e
quantificados os comportamentos agonisticos exibidos. Verificou-se a
presenca de comportamentos agonisticos em todos os ensaios, com
frequéncias e dura¢gdes muito variaveis em ambos os grupos, tendo em 79%

dos casos resultado no afastamento de uma das anémonas.

Palavras-Chave: Genética, Comportamento agonistico e Actinia



Abstract

This dissertation focuses on the biology of sea anemones from the genus
Actinia (Linnaeus, 1767), a heterogeneous group in terms of morphology
and biogeography. Although quite common organisms are included, there
are still doubts about their biology, ecology and taxonomy. In order to
contribute to the biological knowledge of this genus, a molecular approach
was used for the identification of the species occurring in the Iberian
Peninsula. Additionally, the genetic relationship between adults and
incubated polyps (viviparity) in this genus was investigated for the
Portuguese coast. Finally, the presence and frequency of agonistic behavior
in sea anemones of the species A. fragacea (Tugwell, 1856) was also assessed.
In the first study, the presence of three species of the genus Actinia in the
Iberian Peninsula was validated: A. equina (Linnaeus, 1758), A. schmidti
(Monteiro, Solé-Cava & Thorpe, 1997) and A. fragacea. The relationship
between adults and incubated polyps strongly suggests that the latter are
asexually produced, being viviparity in Iberian _Actinia an asexual
reproduction mode. To study the agonistic behavior of A. fragacea, 24 trials
were performed, wherein the behaviour of pairs of clones or genetically
different individuals were studied. Agonistic behaviours were recorded in
all trials, with variable durations and frequencies, for both groups. In 79%

of the trials, these behaviours were followed by withdrawal.

Key-words: Genetics, agonistic behavior and Actinia
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Breve Introducio

As anémonas-do-mar sio invertebrados marinhos bénticos, comuns nas
costas rochosas, os quais podem ainda ser encontrados em habitats de recifes
de coral e em substratos artificiais (Perrin, Thorpe, & Solé-Cava, 1999;
Rodriguez et al., 2014). Encontram-se a diferentes profundidades e latitudes
(Rodriguez et al., 2014). Em termos de mobilidade sao animais semi-sésseis
que necessitam da deslocagiao da dgua ou da aproximaciao das presas para se
alimentarem (Shick, 1991).

Ecologicamente, as anémonas-do-mar encontram-se em habitats das zonas
de intertidal e subtidal rochoso (Davenport, Moloney, & Kelly, 2011).
Apresentam varias estratégias que garantem a satisfagdio das suas
necessidades nutricionais (Davenport et al., 2011; Kruger & Griffiths, 1996),
estratégias essas que as classificam como seres: ubiquitdrios, oportunistas
(maioritariamente filtradores) e predadores (carnivoros) (Perrin et al., 1999).

Em particular, os individuos do género Actinia Linnaeus, 1767 siao
organismos que possuem uma distribui¢ao geografica alargada (Chomsky,
Douek, Chadwick, Dubinsky, & Rinkevich, 2009; Perrin et al., 1999) e
encontram-se distribuidos desde o Norte da Russia e do Mar Baltico até as
aguas tropicais do Oeste Africano, incluindo os arquipélagos da Madeira,
Acores e Canarias, na Africa do Sul, no Mar Mediterranico, Mar Negro, Mar
Vermelho, Australia e a oeste do Atlantico (Ayre, Read, & Wishart, 1991;
Cha, Fautin, Buddemeier, & Sandhei, 2004; Manuel, 1981; Vianna, Schama,
& Russo, 2003).
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1.1. Introdugiao

A identifica¢ao das espécies de anémonas-do-mar é considerada dificil
(Perrin, Thorpe, & Solé-Cava, 1999) pelo fato de os caracteres morfoldgicos
associados a defini¢ao das espécies (por ex. numero e forma dos filamentos
dos cnidocitos) serem de dificil observagio, implicando na maioria das vezes
a morte dos individuos em estudo (Perrin et al., 1999). Nesse sentido, a
utilizagdo de uma abordagem mista na identificacio das espécies de
anémonas, usando tanto a morfologia como a genética é de grande interesse
(Ocafia, Brito, & Gonzalez, 2005). Assim, a caracterizacao da diversidade
genética dentro de cada espécie e entre populagdes geograficamente
separadas pode fornecer informagdes uteis para uma melhor identificagao
das espécies (Stampar, Maronna, Vermeij, Silveira, & Morandini, 2012). Esta
abordagem pode revelar, também, a existéncia de espécies cripticas de
anémonas e permitir o estudo dos processos e dos cenarios de especiagoes
relevantes neste grupo (Stampar et al., 2012). Pode ainda permitir a detegao
de fendmenos de hibrida¢io (Douek, Barki, Gatefio, & Rinkevich, 2002;
Stampar et al., 2012).

Historicamente alguns dos morfétipos pertencentes ao género Actinia
foram sendo considerados, por varios autores, espécies diferentes (por
ex.Carter & Thorpe, 1981; Haylor, G.S.; Thorpe, J. P.; Carter, 1984;
Monteiro, Solé-Cava, & Thorpe, 1997; Schama, Solé-Cava, & Thorpe, 2005),
pois os individuos apresentam a coluna de cores distintas, algumas
apresentam manchas, distribuidas uniformemente, com pintas agrupadas em
linhas verticais ou com pintas aleatdrias ao longo do seu corpo.

Alguns estudos (por ex.Solé-Cava, Thorpe, & Kaye, 1985; Solé-Cava &
Thorpe, 1986a, 1986b) demonstraram um alto polimorfismo genético em
individuos do género Actinia no Reino Unido o que aumenta a confusio
existente na taxonomia e justifica divergéncias de opiniao existente entre os
autores (Perrin et al., 1999). Estes estudos demonstram varias limitagdes, as
quais destacam a importancia de se recorrer a outras técnicas genéticas (por

ex. técnica de amplificacio de fragmentos polimérficos — AFLP;
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sequencia¢ao de genes selecionados) (Douek et al., 2002; Perrin et al., 1999),
uma vez que estas permitem uma melhor caracterizagao das populagdes e o
conhecimento das relagoes filogenéticas entre espécies (Douek et al., 2002).

Em Portugal, Pereira et al. (2014) mostraram, utilizando dados
moleculares, que dois grupos geneticamente distintos deste género estavam
presentes, encontrado-se a uma distancia genética indicativa de pertencerem
a espécies diferentes (Pereira, Brito, Sanches, Sousa-Santos, & Robalo,
2014). No entanto, a identidade destes grupos continua por aferir (Pereira et
al. 2014).

Assim, nesta sec¢ao o principal objetivo ¢é identificar as espécies do
género Actinia presentes na Peninsula Ibérica. Para isso, pretende-se
identificar os dois grupos de haplétipos identificados por Pereira et al.
(2014), utilizando novas amostras recolhidas em Portugal e Espanha,
utilizando como referéncia sequéncias do mesmo marcador obtidas a partir
de amostras de Actinia schmidti  Monteiro, Sole-Cava & Thorpe, 1997
recolhidas na Grécia e de Actinia equina (Linnaeus, 1758) e Actinia fragacea

Tugwell, 1856 recolhidas na Irlanda.

1.2. Metodologia

1.2.1. Amostragem

A amostragem foi realizada, entre 2009 e 2015, e abrangeu a recolha total
de 186 anémonas (Tabela 1), respectivamente 141 individuos da espécie
Actinia sp. e A. fragacea (Portugal e Espanha), 21 individuos da espécie A.
equina e 1 A. fragacea (Irlanda) e 23 individuos da espécie A. schmidti (Grécia).

A amostragem implicou a recolha de uma pequena por¢ao de tecido
(=1mm) do disco pedal de cada anémona, tendo sido realizada de maneira a
minimizar os danos prejudiciais para os animais. Cada pedacgo de tecido foi
colocado num tubo eppendorf de 1,5 mL com alcool (96%). Os tubos foram
armazenados no Laboratério de Genética do ISPA — IU. E de salientar que
apenas foi recolhido um individuo por cada pog¢a, de forma a reduzir a
probabilidade de recolher individuos com a mesma informagao genética

(clones).
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1.2.2. Analise do ADN

1.2.2.1. Procedimento laboratorial

A porcao de amostra de cada individuo recolhida permitiu a extracdao de
ADN genémico pelo kit REDExtract-IN-Amp (Sigma-Aldrich,

www.sigmaaldrich.com, Protocolo I), tendo-se seguido as instruc¢des do

fabricante. De seguida, foram amplificados os genes que codificam as
subunidades ribossémicas 16S (mitocondrial - 434 pb) e 28S (nuclear - 1012
pb), utilizando-se os primers ANEMI16A (5’ —
CACTGACCGTGATAATGTAGCGT - 3) e ANEMI16SB (5> -
CCCCATGGTAGCTTTTATTCG - 3’) para o primeiro gene (Geller &
Walton, 2001) e os  primers LSU D1,D2 fw1l (5 —
AGCGGAGGAAAAGAAACTA - 3) e LSU DI1,D2 revl (55 -
TACTAGAAGGTTCGATTAGTC — 3’) para o segundo (Sonnenberg, Nolte,
& Tautz, 2007). Salienta-se que o PCR para o gene 16S seguiu o seguinte
procedimento: 94°C durante 2 minutos, 35 ciclos de 94°C durante 30
segundos, 46°C durante 45 segundos e 72°C durante 1 minuto, seguidos de
10 minutos a 72°C e o PCR do gene 28S ocorreram nas seguintes condigoes:
um ciclo de 94°C durante 4 minutos e mais 45 ciclos distribuidos em 3 fases:
20 segundos a 94°C, 20 segundos a 52.2°C e 90 segundos a 72°C. Para a

extensao final, ocorreu um ciclo de 10 minutos a 72°C.
1.2.2.2. Sequenciag¢io/Edicio
As reagoes de sequenciagio foram efetuadas pela empresa StabVida no

ABI 3700 DNA sequencer (Applied Biosystems) usando-se o kit de

sequenciacao Big Dye terminator DNA (http://www.stabvida.com). Para a

edi¢ao das sequéncias utilizou-se o programa CodonCodeAligner v5.0.2
(CodonCode Corporation, EUA) e alinharam-se as sequéncias usando-se o
programa Clustal X (Thompson, Gibson, Plewniak, Jeanmougin, & Higgins,
1997). As sequéncias de individuos heterozigotos foram analisadas
manualmente (Sousa-Santos et al.; 2005). As relagdes entre os haplétipos
foram analisadas com uma rede parcimoénia estimada pelo software TCS

versao 1.18 (Clement et al. 2000). Foi realizada uma analise de variancia
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molecular (AMOVA) calculada utilizando o software ARLEQUIN v. 3.5.1.3
(Excoffier & Schneider, 2005).

1.3.Resultados e Discussio

Ao analisar-se os 186 individuos obteve-se uma sequéncia de 1012 pb do
gene nuclear que codifica a subunidade 28S do ribossoma, permitindo
verificar a existéncia de 20 sequéncias diferentes, sendo que 7 das mesmas
tinham sido previamente encontradas por Pereira et al. (2014). De seguida,
as sequéncias do presente estudo foram combinadas com as apresentadas
pelo estudo citado anteriormente. Os resultados foram semelhantes aos
apresentados nesse estudo, i.e., apds a construcdo da rede de parcimoénia
(Figura 1a — Anexo III) surgiram os mesmos dois grupos. Ao analisar-se a
rede verificou-se que estes dois grupos correspondem a duas espécies:
Actinia equina e A. schmidti. Assim, obteve-se um primeiro grupo (grupo 1),
em cujo hapldtipo central estio representados os individuos recolhidos na
Irlanda (da espécie A. equina), do qual derivam varios outros haplétipos.
Neste grupo, os halétipos encontram-se a uma distancia maxima de 6
mutac¢oes. Por outro lado, no grupo 2 estdo presentes todos os individuos da
espécie A. schmidti, representada por 6 haplétipos, derivados a uma mutagao
do haplétipo ancestral deste grupo. A espécie A. fragacea, embora se encontre
presente em ambos os grupos, surge em maior numero no grupo 1
(aproximadamente 95% das amostras desta espécie pertencem a este grupo).

Além disso, as espécies A. equina e A. fragacea partilham varios haplétipos
(5 das 13 sequéncias atribuidas a A. fragacea sao compartilhadas por A.
equina). Nao é possivel distinguir estas duas espécies utilizando uma rede de
parcimoénia ou uma arvore filogenética dado serem geneticamente muito
semelhantes.

No entanto, a utiliza¢dao de uma analise de variancia — AMOVA permitiu
verificar que as trés espécies (A. equina, A. fragacea e A. schmidti) possuem
diferencas significativas, sendo 92% de variagao genética encontrada
atribuida as diferencas entre as espécies (FST = 8,60; df = 2; p <0,001). Os
indices de FST referentes aos pares obtidos para as mesmas espécies sao

também significativos.
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Ao analisar-se o gene 16S mitocondrial (fragmento com 434 pb), obteve-
se também o mesmo padrio — observam-se dois haplotipos a uma mutagio
de distiancia. No entanto, a anilise destes resultados combinados com os
obtidos para o gene 28S, mostra um padrao diferente do encontrado por
Pereira et al. (2014), em que os dados dos dois genes eram perfeitamente
concordantes (todos os individuos de um grupo de haplétipos obtidos com
o gene 28S tinham o mesmo haplétipo com o gene 16S). Assim, enquanto
todos os individuos pertencentes ao grupo 1 (identificado como sendo o que
contém A. equina e A. fragacea) apresentam o mesmo haplétipo usando o gene
mitocondrial 16S, o mesmo ndo se verifica no grupo identificado como A.
schmidti. Neste, os individuos recolhidos na Grécia, apresentam um haplétipo
representativo do gene 16S igual aquele apresentado pela espécie A. equina.
No entanto, as amostras de .A. schmidti recolhidas fora da Grécia apresentam
em 70% dos casos uma sequéncia diferente da encontrada em A. equina.

Estes resultados sugeriram ainda que A. schmidti e A. equina apresentam
diferentes abundancias em aguas ibéricas, principalmente no sul de Portugal
e de Espanha, sugerindo que A. equina é mais rara nesta regido, ao contrario
da A. schmidti que demonstram uma maior abundancia desde o Mediterraneo
até, pelo menos, a Coruna, no noroeste da Espanha (Figura 1b — Anexo

I1I).

1.4.Conclusao

O estudo permitiu concluir que existem evidéncias genéticas que reforgam
a presenca de A. fragacea, A. equina e A. schmidti na Peninsula Ibérica, 1. e.,
estas trés espécies estado presentes nos mesmos locais, embora apresentem
diferentes abundancias. Além disso, verificou-se que quer A. equina quer A.
schmidti apresentam morfétipos de cores distintas na area de estudo, sendo a
abordagem genética a melhor forma nao-letal de identificar individuos destas
espécies.

Por outro lado, os resultados indicam que tanto a espécie A. equina como
A. fragacea sio espécies bastante proximas e que divergiram recentemente

como foi sugerido em estudos anteriores (Solé-Cava et al., 1994).
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Capitulo 2 — Viviparidade em anémonas do género Actinia Linnaeus,
1767 — origem por reproducgio sexuada ou assexuada?

2.1. Introducgiao

As anémonas-do-mar apresentam, em multiplas espécies, reproducio
sexuada e assexuada (Shick, 1991). No género Actinia a reproducgao pode
ocorrer por autofertilizagao (Gashout & Ormond, 1979), fissio longitudinal
ou transversal ou ainda por laceragiao do disco pedal (Bocharova & Kozevich,
2011; Perrin, Thorpe, & Solé-Cava, 1999). Nestes tipos de reproduc¢ido os
organismos sao iguais ao “organismo-miae” — clones (Bocharova & Kozevich,
2011; Perrin et al., 1999). No que se refere a reproducdo sexuada, os
individuos podem ser didicos ou monodicos, encontrando-se as suas
estruturas sexuais (génadas) localizadas nas margens dos septos (Bocharova
& Kozevich, 2011; Perrin et al., 1999). A fertilizacdo pode ser interna ou
externa (Bocharova & Kozevich, 2011). Em ambos os processos o zigoto
desenvolve-se até formar uma larva ciliada, a qual se desenvolve num pélipo
(Bocharova & Kozevich, 2011; Perrin et al., 1999).

E ainda frequente que os adultos apresentem poélipos que estio a ser

incubados internamente, i.e., incubado dentro das suas cavidades gastricas

,
(por ex. Carter & Thorp, 1979; Gashout & Ormond, 1979). Na espécie
Actinia equina este processo ocorre em varias épocas do ano, e em ambos os
sexos, ou mesmo em individuos imaturos (Bocharova & Kozevich, 2011). No
entanto, os individuos desta espécie sio facilmente confundidos com os
individuos da espécie A. schmidti, a qual ocorre na maior parte do
Mediterraneo e no norte de Portugal (Monteiro, Solé-Cava, & Thorpe, 1997).

Estudos anteriores mostraram que na maior parte dos casos, os polipos
incubados por viviparidade sao da mesma cor que os progenitores que Os
incubam (Perrin, et al. 1999).

Existem varias explicacdes que visam identificar as possiveis origens dos
polipos incubados das quais se destacam: (1) Cada individuo de um dado
morfétipo da origem a poélipos do mesmo morfétipo; (2) Cada larva ciliada
apenas retorna, a partir do plancton, para se desenvolver na cavidade géastrica
dos adultos da sua proépria cor; (3) A cor do juvenil ndo é determinada pela

anémona na qual a larva retorna para se desenvolver, i.e., a larva nio
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necessita de retornar a um adulto da sua cor; (4) A determinacao da cor de
um juvenil podera ser resultante do processo de reprodu¢do que lhe da
origem (Cain, 1974) podendo esta ser assexuada ou sexuada (Perrin et al.,
1999). Destas hipoteses, aquelas que parecem ser mais plausiveis e aceites
por diferentes autores sao as trés ultimas (Perrin et al., 1999).

Segundo Douek et al. (2002) apurou-se que na espécie A. equina existia
100% de reproducio sexuada nas populagdes em estudo (provenientes do
mar Mediterraneo), pois todos os individuos eram geneticamente diferentes
(Douek, Barki, Gatefio, & Rinkevich, 2002). Além disso, a técnica molecular
utilizada (AFLP) indica a possibilidade de existir dispersao larvar nesta
espécie dada a sua alta divergéncia genética encontrada a curtas distancias
geograficas (Douek et al., 2002). Segundo Pereira et al. (2014) os resultados
obtidos por Douek et al. (2002) sugerem que devera existir reproduc¢io
sexuada nas popula¢gdes da costa portuguesa, dada a diversidade existente
(Pereira, Brito, Sanches, Sousa-Santos, & Robalo, 2014). Chomsky et al.
(2009), por sua vez, estudaram trés populagoes da costa israelita (Yafo,
Mikhmoret e Akhziv) e verificaram que todos os individuos pertenciam a
mesma espécie A. equina e que mesmo a pequenas distancias (120 km) os
valores da identidade genética indicavam a existéncia de cruzamentos entre
populagdes e consequentemente a existéncia de reprodu¢ao sexuada
(Chomsky, Douek, Chadwick, Dubinsky, & Rinkevich, 2009). Além disso,
neste trabalho os autores indicavam que todos os individuos apresentavam
padroes genéticos unicos e apoiavam de igual forma a existéncia de
reproduciao sexuada.

A espécie Awlactinia stella (Verrill, 1864) apresenta, a semelhanca de
Actinia equina, uma alta frequéncia de individuos adultos que incubam
internamente polipos. Para estudar a origem destes polipos, Bocharova e
Mugue utilizaram a sequenciacao de genes do ADN nuclear (Bocharova &
Mugue, 2012). O estudo apenas aplicado nesta espécie permitiu verificar que
existiam individuos homozigéticos e heterozigdticos, além de que, a maioria
dos adultos estudados continha pdélipos de pelo menos um gendtipo diferente
e um igual ao seu, podendo ainda existir entre dois a trés gendtipos
diferentes do seu nos pélipos que incubavam (Bocharova & Mugue, 2012).

Estes resultados confirmam que existem trocas aleatérias de embrides entre
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adultos, sendo estas independentes do grau da sua relagao e da distribuigio
geografica, o que significa que num determinado estagio de desenvolvimento
o embriao é capaz de deixar o progenitor, ter um estagio de vida livre no
plincton e retornar a um individuo da mesma espécie aleatoriamente para
continuar o seu desenvolvimento (Bocharova & Mugue, 2012). Além disso,
um ter¢o do total dos adultos da populagao em estudo indicou que os juvenis
eram originarios de outros individuos e que niao pertenciam aos adultos que
os incubavam (Bocharova, 2015). Um estudo de Orr et al. (1982), sobre a
origem dos poélipos incubados internamente em A. equina no Reino Unido
sugeriu que estes eram gerados por reprodu¢do assexuada, sendo
indistinguiveis do seu progenitor. No entanto, neste trabalho a metodologia
adoptada baseou-se na analise de aloenzimas, a qual pode apresentar alguns
limitagoes, tais como o fato da técnica ndo permitir determinar as diferencas
individuais nas populagdes e os niveis de divergéncia quer populacional quer
entre espécies (Avise, 1974), i.e., estas ferramentas bioquimicas podem nio
revelar informac¢des detalhadas (Perrin et al.; 1999).

O principal objetivo desta sec¢dao foi a determinagao da relagdo genética
existente entre os adultos e os poélipos incubados pelos individuos do género
Actinia, presente em Portugal, utilizando uma metodologia derivada da

utilizada por Bocharova e Mughes (2012).

2.2. Metodologia

2.2.1. Amostragem

A amostragem foi realizada entre 2014 e 2015, na praia da Assenta
(39°03'39.7"N e 9°24'58.1"W) e na praia da Bafureira (38° 41' 29.800" N e
9° 21" 57.369" W) onde foram recolhidas 21 anémonas do género Actinia
Linnaeus, 1767. A amostragem consistiu na recolha de uma pequena por¢io
de tecido (®1mm) do disco pedal de individuos adultos e dos pdlipos
incubados internamente por estes, os quais foram expulsos pela cavidade
oral durante o processo de recolha. Tanto o tecido dos adultos como os
polipos por eles expulsos foram colocados em eppendorf de 1,5 ml com alcool

(96%) devidamente identificados. Todas as amostras foram depois colocadas

23




no deposito de amostragem pertencente ao Laboratério de Genética do

ISPA-IU.
2.2.2. Analise do ADN
Em cada por¢ao de amostra recolhida, de cada individuo, foi executada

uma extracio de ADN pelo kit REDExtract-N-Amp (Sigma-Aldrich,

www.sigmaaldrich.com, Protocolo I) segundo as instru¢des do fabricante.

Foi amplificado o gene que codifica a subunidade ribossémica 28S (nuclear),
utilizando os primers LSUD1,D2fw1l (5>-AGCGGAGGAAAAGAAACTA-3") e
LSUD1, D2revl (5-TACTAGAAGGTTCGATTAGTC-3") (Sonnenberg, et
al., 2007). Salienta-se que o PCR ocorreu nas seguintes condi¢gdes: um ciclo
de 94°C durante 4 minutos e mais 45 ciclos distribuidos em 3 fases: 20
segundos a 94°C; 20 segundos a 52.2°C; 90 segundos 72°C, seguidos de 10
minutos a 72°C. A sequenciag¢ao foi elaborada pela empresa StabVida no 3700
ABI DNA sequencer (Applied Biosystems) usando-se o £/ de sequenciagao

Big Dye terminator DNA (http://www.stabvida.com). Na edi¢ao das

sequéncias utilizou-se o programa CodonCodeAligner v5.0.2 (CodonCode

Corporation, EUA).

2.3. Resultados/Discussio

Os resultados permitiram verificar que das 21 anémonas-maes recolhidas
apenas uma era heterozigética e pertencia a espécie Actinia equina. De
seguida, estudaram-se as 12 anémonas-filhas, que estavam presentes no
interior da sua cavidade gastrica utilizando o mesmo protocolo, e verificou-
se que estas possuiam sequéncias iguais a anémona-mae. Este resultado
sugere que estes polipos terdo sido muito provavelmente originados de forma
assexuada. Esta conclusiao é suportada pelo fato de o gendtipo do individuo
adulto nao ter sido encontrado em nenhum outro, o que torna altamente
improvavel que os pélipos incubados, todos com o mesmo gendtipo igual ao

do progenitor, tenham sido gerados por outro tipo de reproducio.
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2.4. Conclusiao

Concluiu-se que os resultados obtidos nesta sec¢ao sdao diferentes dos
obtidos por Bocharova & Mugue, 2012 para a espécie Awulactinia stella (Verrill,
1864), que verificou que nessa espécie a viviparidade esta associada a
reproducio sexuada.

Os resultados deste trabalho sio concordantes com os obtidos com Orr
et al. (1982), que usou aloenzimas para estudar a mesma problemadtica. Em
ambos os trabalhos se verifica que a origem dos poélipos incubados
internamente ¢ assexuada.

No futuro, este trabalho deveria ser continuado na costa portuguesa, de
forma a amplificar a amostragem, permitindo melhorar o suporte das

conclusoes deste estudo.
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Capitulo 3 — Comportamento agonistico em Actinia fragacea Tugwell,
1856

3.1. Introdugao

Nas anémonas-do-mar estdo presentes estruturas especializadas com
fun¢des de agressio (nematocistos), as quais parecem ter evoluido nio soé
para a defesa dos individuos em geral, mas também devido as frequentes
interagbes intraespecificas (Shick, 1991). Os nematocistos sdao estruturas
formadas por células urticantes, as quais se encontram envolvidas por uma
capsula (Cortazares, Campos, & Moreno, 2011). Geralmente, o nematocisto
pode, através de estimulo quimico, infligir lesées nos tecidos superficiais das
suas vitimas, por libertacio de pequenas doses de veneno ou toxinas
(Cortazares et al., 2011). Além disso, estes encontram-se mais concentrados
em estruturas denominadas por acrorhagi, os quais se localizam um pouco
abaixo da coroa de tentaculos no topo da cavidade gastrica (Barnes, Ruppert,
& Litvaitis, 1968). Os acrorhagi em conjunto com os tentaculos sio as
estruturas mais utilizadas na agressio neste grupo (Williams, 1991).

O comportamento agressivo, nas anémonas-do-mar, pode ser do tipo
intraespecifico resultando numa interacdo direta entre dois organismos
geralmente devido a uma competi¢ao pela posse de um recurso indivisivel
que ¢ muitas vezes resolvido por um comportamento agonistico nao
prejudicial (Foster & Briffa, 2014). Porém podem ocorrer situagoes onde
existe um aumento quer no nivel de agressividade quer nos danos causados
ao individuo que se encontrar em desvantagem (Foster & Briffa, 2014).
Salienta-se que nestes casos nem sempre os niveis de intensidade dependem
do recurso, pois em certos casos podem também depender do grau de
parentesco (Foster & Briffa, 2014). No género Actinia Linnaeus, 1767, estes
comportamentos estio amplamente documentados (por ex. Ager, 2015;
Bigger, 1976, 1980; Brace & Pavey, 1978; Brace, 1981; Francis, 1988; Sebens,
1984; Turner, Lynch, Paterson, Le6n-Cortés, & Thorpe, 2003; Williams,
1991). Numa sequéncia tipica de comportamento, segundo Turner et al.
(2003), ap6s o contacto inicial entre os tentaculos de duas anémonas, podem
ocorrer expansiao e contragado da coluna, insuflagao dos acrorhagi, sobre-

elevacao dos acrorhagi com contacto com a coluna do adversario. Estes
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contactos levam normalmente a que o tecido do adversario sofra necrose
(Turner et al., 2003; Williams, 1991). Pensa-se que estes comportamentos
agonisticos em que se observa a existéncia de um “vencedor” e de um
“perdedor” (que acaba por se afastar lentamente e criar uma distancia
consideravel) promovem uma distribui¢do espacial caracteristica em Actinia
equina (Linnaeus, 1758), possivel de ser observada em meio natural (Briffa &
Greenaway, 2011; Francis, 1988). Alguns estudos tém-se debrucado sobre a
relagio entre a proximidade genética e os tipos de intensidade agressiva
existente neste grupo de invertebrados. Segundo os resultados de Foster e
Briffa (2014) aproximadamente 73% dos ensaios de comportamento em A.
equina sao resolvidos com um dos individuos a picar o outro, sendo que a
probabilidade deste acontecimento se dar aumenta com o grau de parentesco,
o qual sugere que existe uma relacdo positiva entre parentesco e agressao, ao
contrario do que se esperava em estudos anteriores os quais deduziam que a
agressao era baseada no valor do recurso (Foster & Briffa, 2014). Além disso,
este acontecimento revela que existe reconhecimento quer do nivel de
parentesco préximo ou afastado revelando-se importante no processo de
agressao para a aquisi¢ao de recursos (Foster & Briffa, 2014).

Por outro lado, os individuos da espécie Actinia fragacea Tugwell, 1856
manifestavam agressividade menos intensa, ao contrario dos altos valores de
agressividade apresentados para a espécie A. equina (Turner et al., 2003). As
respostas comportamentais obtidas revelaram que a utilizacao de acrorhagi
apenas ocorreu entre individuos da espécie A. equina como resposta de
reconhecimento do outro organismo como seu igual ou nio. Por outro lado,
a insuflacao do disco pedal com “fuga” ocorreu em A. equina mas também
em A. fragacea, sendo que nesta tltima espécie a utiliza¢do de acrorhagi estava
ausente (Turner et al., 2003). No entanto, estas conclusoes relativas a espécie
A. fragacea dizem respeito a estudos de agressividade interespecifica, nunca
tendo sido estudada a agressividade intraespecifica nesta espécie.

Desta forma, o principal objetivo desta seccao é estudar a relacio da
proximidade genética com os comportamentos agressivos em anémonas da

espécie A. fragacea recolhidas na costa portuguesa.
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3.2. Metodologia

3.2.1. Amostragem

A amostragem foi realizada entre 2014 e 2015, a qual consistiu em recolher
anémonas na praia de Sio Pedro do Estoril (38° 41' 30.446" N e 9° 21'
56.809" W) da espécie Actinia fragacea. Para cada periodo de teste,
recolheram-se quatro individuos, de pogas distintas de forma a reduzir a
probabilidade de recolher individuos com a mesma informagao genética

(clones).

3.2.2. Transporte dos organismos

O transporte dos organismos vivos levou em média 2 horas desde o local
de amostragem até chegarem ao laboratério de processamento (laboratério
de biologia do ISPA-IU). Este foi realizado numa caixa de plastico
(dimensdao: 6 cm de altura por 19 cm de comprimento), na qual foi colocada
areia (3 cm de altura da caixa) ¢ 4 copos de plastico (dimensido: 8,5 cm de
altura por 6,5 cm de diametro), de maneira a garantir a auséncia de contacto
entre individuos e reduzir possiveis variaveis parasitas que pudessem existir
resultando desse contacto. Além disso, foi colocado um exemplar vivo em
cada copo e adicionada agua salgada (0,2 1) do seu ambiente natural. A areia
foi colocada de forma a evitar que os copos tombassem e entornassem a

agua. Além disso, foi recolhido 1,51 de agua salgada.

3.2.3. Preparagdo dos exemplares

Chegando ao laboratério, os individuos foram deixados a repousar do
transporte por 10 minutos e de seguida cada individuo sofreu um corte
longitudinal com uma lamina retangular (4,2 cm de comprimento por 2,1 cm
de altura). O corte foi efetuado para garantir 2 partes iguais do mesmo
individuo (Clones), obtendo-se assim 8 individuos (2 clones provenientes de

cada individuo).

29




Durante 2 semanas apds o corte, cada individuo foi colocado num
recipiente individual de plastico transparente (650 ml) com arejamento. A
alimenta¢do foi executada durante 3 dias consecutivos, ap6s 1 semana do
corte ter sido efetuado. Nesta, cada individuo recebeu uma porcio de
alimento que consistiu num %4 de mexilhao, previamente descongelado, e uma
porcio de flocos de comida de peixe em quantidade semelhante. Na ultima
semana os animais nao foram alimentados, apdés o que se procedeu a

observagio comportamental.

3.2.4. Observagao do comportamento

No final da segunda semana de regenera¢ao foram colocados conjuntos de
2 individuos em aquarios distintos e ap6s 15 minutos ambos os individuos
foram colocados um com o outro. Estes foram fixos manualmente e
individualmente a um substrato sélido (pedra ou concha) no respetivo
aquario (1300 ml) com a 4dgua que cada recipiente de plastico continha,
segundo o esquema representado na Figura 3a (Anexos III).

O procedimento de amostragem, transporte dos organismos e preparagio
dos exemplares foi repetido 8 vezes, obtendo-se no total 24 testes de
comportamento, 16 dos quais entre clones, e 8 entre organismos
geneticamente diferentes.

Nestes testes, averiguou-se o tipo de comportamento agonistico mais
frequente entre clones e nao-clones, assim como a sua duragio. Efetuou-se
uma observacao direta para cada teste (30 minutos), tendo-se realizado por
cada ensaio dois testes de confrontos entre anémonas geneticamente iguais
(clones) e um entre anémonas geneticamente diferentes. Desta forma, cada
individuo foi apenas testado uma vez. Durante esta observag¢ao foram
colocadas duas webcam (Logitech Webcam Software, modelo C170, n.° do
modeloV-U0026), uma num plano frontal (observacio da coluna de cada
individuo e movimento dos tentdaculos) e a outra num plano “superior”
(observac¢ao do disco oral dos dois individuos).

Posteriormente, executou-se uma observac¢ao indireta por visualizacao dos
videos recolhidos. Os comportamentos agonisticos exibidos por cada

individuo foram registados, assim como a existéncia de afastamento ou
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aproximacao, desprendimento ou agrega¢ao ao substrato, de um ou de ambos

os individuos.

3.3. Resultados/Discussio

Verificou-se que houve comportamentos agonisticos nos 24 testes
realizados (100%), tendo 79% dos testes resultado no afastamento de uma
das anémonas. Através da analise da Tabela I, verifica-se que em todos os
testes efetuados se observou contactos entre tentidculos, sendo a
sobreposicao face ao adversiario um comportamento de elevada frequéncia
quer em individuos geneticamente diferentes (nao-clones) quer iguais

(clones).

Tabela I — Percentagem de testes com ocorréncia dos trés
comportamentos agonisticos, entre clones e nio-clones.

50%

~ Clones
- 100% 100% 37,5%

Verifica-se ainda que a picada com acrorhagial é o comportamento mais
raro, ndo estando presente em todos os testes. Comparando a sua ocorréncia
em testes utilizando clones e nao clones, verifica-se que embora seja mais
frequente entre clones, esta diferenca nao ¢ significativa (Teste exato de
Fisher = 0.679; Tabela 4.1 — Anexo V).

Na Tabela II (ou Tabela 4.2 — Anexo V) apresenta-se a frequéncia de trés
comportamentos agonisticos em individuos geneticamente diferentes (nao
clones) e iguais (clones) no total dos testes realizados. Tendo em conta o
desigual nimero de testes realizados nas duas condig¢oes, verifica-se que nio
existem diferen¢as substanciais na ocorréncia de comportamentos

agonisticos entre os dois grupos.
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Tabela Il — Frequéncia absoluta dos comportamentos agonisticos no total

dos comportamentos realizados e nimero médio dos mesmos por ensaio

em clones e nao-clones.

Cont?cto entre 100 6,25
tentaculos (a)
Sobreposicio do
Clone adversario (b) 52 -
Ocorréncia de
picada com 13 0,81
acrorhagial (c)
Contficto entre 50 6,25
tentaculos (a)
Sobreposicio do
Nio-clone adversario (b) 25 >0
Ocorréncia de
picada com 7 0,88

acrorhagial (c)

Legenda: O “N” representa a totalidade de ocorréncias no total dos ensaios realizados.
O nimero médio de ocorréncias por teste foi calculado dividindo o total de ocorréncias

pelo numero de testes realizados (para clones 16 testes; para ndo-clones 8 testes).

Uma analise detalhada da frequéncia dos varios comportamentos mostra

pouca variabilidade entre clones e nao-clones (Tabela III ¢ Tabela 4.3 —

Anexo V).
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Tabela III — Medidas de estatistica descritiva obtidas para a frequéncias dos
trés comportamentos agonisticos por teste (contacto entre tentaculos,

sobreposi¢ao do adversario e ocorréncia de picada com acrorhagial).

Desvio-

Média Mediana Minimo Maximo
padrio

a 6,25 5,50 3,62 2 15
Clone b 5,13 4,00 3,40 0 13

c 0,81 0,50 1,05 0 3

a 6,25 6,00 3,69 1 14
Nio-

b 3,13 3,00 1,89 1 6
clone

c 0,88 0,00 1,25 0 3

Legenda: () Comportamento agonisticos entre individuos: (a) contacto entre um ou
mais tentaculos; (b) Sobreposi¢do do adversario e (c¢) picada com o acrorhagial. Salienta-

se que a unidade de tempo utilizada sio minutos.

No entanto, a analise da dura¢io dos varios comportamentos em clones e
nao clones, mostra existir uma elevada variabilidade entre testes (Tabela IV

e ¢ Tabela 4.4 — Anexo V).

Tabela IV — Medidas de estatistica descritiva obtidas para a dura¢dao dos

trés comportamentos agonisticos (contacto entre tentaculos, sobreposicao

do adversario e ocorréncia de picada com acrorhagial) por teste.

Desvio-

Média Mediana Minimo Maximo
padrio
15,14 12,34 9,84 2 34
Clone b 10,95 9,54 7,09 0 21
c 1,84 1,76 1,10 0 3
18,48 17,75 11,74 2 41
Nio-
b 7,88 6,44 6,55 1 21
clone
c 5,33 6,72 2,67 2 7

Legenda: () Comportamento agonisticos entre individuos: (a) entre um ou mais
tentaculos; (b) Sobreposicio do adversario e (c) picada com o acrorhagial.
Comportamento realizado apés um dado comportamento agonistico. Salienta-se que a
unidade de tempo utilizada nesta tabela foram os minutos, sendo contabilizado o tempo
total (num maximo de 60 minutos) dispendido pelas duas anémonas por teste, tendo cada

anémona um total de 30 minutos.
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Em termos médios, verifica-se que o tempo despendido em contactos
entre tentaculos é o maior (15,14 minutos por teste em clones e 18,48
minutos em nao-clones), seguido de sobreposicao (10,95 minutos por teste
em clones e 7,88 minutos em nao-clones) e de picada com acrorhagial (1,84
minutos por teste em clones e 5,33 minutos em nao-clones).

Estes  resultados  permitem  verificar que existem  diferencgas
comportamentais entre A. equina e A. fragacea, as quais permitiram verificar
que A. fragacea apresenta 3 tipos de comportamentos (contacto com oOs
tentaculos, sobreposicdo e ataque acrorhagial) semelhantes a A. equina, nao
tendo sido possivel observar a existéncia de um quarto tipo de
comportamento (libertacio do acrorhagi) sugerido na literatura como
existente na espécie A. equina (por ex. Turner et al. 2003 e Foster & Briffa,
2014).

Além disso, os resultados indicam que os individuos da espécie A. fragacea
podem apresentar diferentes tipos de comportamentos agressivos em
diferentes sequéncias, sem que estes terminem com ataques com acrorhagial,
ao contrario do que foi sugerido por Turner et al. (2003) para .A. equina. De
facto, em apenas 46% dos testes se verificou a presenca deste
comportamento, tendo 79% resultado no afastamento de uma das anémonas.
Ao contrario do que foi encontrado em A. equina, em A. fragacea a
proximidade genética nao parece estar relacionada com a presenga e

intensidade de comportamentos agonisticos.

3.4. Conclusiao

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que nao existem diferencas
na presenca e intensidade de comportamentos agonisticos entre individuos
geneticamente iguais e diferentes na espécie A. fragacea.

Foster e Briffa sugeriram que poderia existir uma relagio entre os
resultados que obtiveram e a ecologia da espécie A. equina (Foster & Briffa,
2014), na medida em que o aumento da agressividade associado a
proximidade genética poderia estar associado a estratégias que promovam a

dispersio numa espécie que apresenta reprodugiao assexuada.
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Em A. fragacea, a reproducio assexuada é mais rara que em A. equina
(Carter & Thorpe, 1981) e os individuos em meio natural encontram-se
afastados uns dos outros, sendo o seu habitat mediolitorial e infralitoral,
ocupando em média habitats mais profundos que A. equina (Carter Thorpe,
1981). Assim, o facto de nesta espécie a presen¢a de comportamentos
agonisticos ser independente da relagao genética entre individuos parece
estar relacionado mais com competi¢ao interespecifica e proteciao, do que

com competicao intraespecifica.
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Anexos

Anexo I — Revisdo Bibliografica

As anémonas-do-mar sio organismos que se encontram inseridos no Filo
Cnidaria Hatschek, 1888; Classe Anthozoa Ehrenberg, 1834; Subclasse
Hexacorallia (Haeckel, 1866); ordem Actiniaria Hertwig, 1882 (Rodriguez et
al., 2014).

O filo Cnidaria é constituido por cerca de 10 000 espécies (Chapman,
2009). Histologicamente, os cnidarios sdao organismos primitivos com
estruturas simples, apesar de apresentarem algumas estruturas especializadas
semelhantes aos metazoarios superiores (Barnes & Ruppert, 1993). Além
disso, podem ter duas ou apenas uma forma de vida (séssil ou moével) (Veale
& Lavery, 2012).

Morfologicamente, os organismos pertencentes a este filo possuem
simetria radial primaria, cavidade intestinal revestida por uma endoderme,
cavidade gastrovascular e uma parede corporal com trés camadas — epiderme,
mesogléia e gastoderme (Barnes & Ruppert, 1993). As caracteristicas
consideradas diagnosticantes deste filo sao o fato dos organismos possuirem
simetria radial, assim como um estdgio de planula e¢ de pdlipo, durante o
desenvolvimento (Daly et al., 2007).

No entanto, existem algumas problematicas associadas a utiliza¢ao destas
caracteristicas, tais como: o fato de alguns cnidarios apresentarem simetria
assimétrica, alguns possuem uma organiza¢ao biradial ou bilateral, levando
alguns autores a concluir que a simetria bilateral é a condi¢ao ancestral para
o filo (Daly et al., 2007).

Além disso, existem outras caracteristicas dificeis de definir nestes
organismos (por ex. distin¢ao entre a fase moével do embriao e do juvenil),
tal como a existéncia de varias formas de pdlipos (Daly et al., 2007).

Por outro lado, os organismos podem ser solitarios ou coloniais (Daly et
al., 2007). Sendo que, quando estio agrupados em coldnias, os polipos
podem ser: monomorfico ou polimérfico, ausentes ou nio de um esqueleto
mineralizado, benténicos ou pelagicos, e os tentaculos tanto podem estar

presentes como ausentes (Daly et al., 2007).
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De fato, a Gnica caracteristica comum a todos os elementos deste grupo
¢ a presenca de cnidas, estruturas com funcio de defesa (Daly et al., 2007).
Alguns cnidas sao constituidos por nematocistos, os quais podem injetar
toxinas na presa ou predador (Carrette & Seymour, 2004). Este produto
encontra-se, geralmente, distribuido pela epiderme e, esporadicamente, pode
ser encontrado na gastroderme (Daly et al., 2007).

As cnidas sao estruturas especializadas, derivadas de organelos,
compostas por uma capsula que contém um filamento urticante reversivel.
Existem varios tipos de cnidas, sendo os nematocistos o unico tipo de cnida
presente em todos os cnidarios (Daly et al., 2007).

A estrutura taxondmica tradicional do filo é concordante, de uma maneitra
geral, com as relagoes filogenéticas entre os grupos que compoem este filo.
No entanto, algumas discordancias existem entre a classificagio taxonémica
classica e a filogenética (Daly et al., 2007). O estudo das relagdes genéticas
entre clades neste grupo tém utilizado sequencia¢ao dos genes nucleares e
mitocondriais que codificam as subunidades ribossomais nucleares (por ex.
as subunidades 28S e 16S), averiguando as relagdes entre diferentes classes
(Collins et al., 2006; Rodriguez et al., 2014).

Geograficamente, este filo possui uma distribui¢ao alargada, devido a sua
alta dispersao, embora esta seja dependente de varios fatores ambientais, os
quais facilitam o ciclo reprodutivo e consequentemente permitem uma
melhor dispersao dos gametas e a coloniza¢dao dos organismos nos habitats
(Gadelha, 2007).

Em Portugal, os cnidarios ocupam uma ampla area da nossa costa, sendo
importante do ponto de vista ecolégico a sua preservagao, conhecer a sua
ecologia em detalhe e estudar os padrdoes que regulam as suas populagdes
(Gadelha, 2007). Estas informag¢des sio importantes para a gestdo das varias
espécies, como base para o desenvolvimento de varios estudos de
crescimento, colonizagio e povoamento que forne¢am ferramentas para a
gestdo ambiental nos ecossistemas marinhos e sejam direcionados no sentido
de alcangarem um equilibrio sustentavel do ambiente (Gadelha, 2007).

Estes organismos encontram-se na base da cadeia tréfica dos ecossistemas
e possuem varias adaptacdes alimentares ¢ de defesa (Gadelha, 2007). Estas

caracteristicas destacam a importancia da compreensiao e do funcionamento
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dos mecanismos de sobrevivéncia e coloniza¢ao destes organismos, os quais
deram origem a varios estudos ecoldgicos, que permitiram estabelecer bases
cientificas que melhoram a compreensio do funcionamento ambiental e/ou
dos organismos (Gadelha, 2007).

Além disso, os estudos de sucessio que fornecem informagdes sobre a
dinamica das comunidades (por ex. Foster, 1975) e garantem a perce¢ao: dos
padrées de recolonizagdo, das consequéncias, das adaptagdes fisioldgicas,
das histérias de vida, dos padrdes demograficos e das interagOes inter e
intraespecifica (Gadelha, 2007).

Em termos reprodutivos e de ciclo de vida, estes organismos podem ser
hermafroditas ou didicos (Barnes & Ruppert, 1993). Apresentam dois tipos
de reproducgdo: sexuada (com autofecunda¢ao ou fecundag¢do cruzada) e
assexuada (fissoes longitudinais ou transversais, laceracao do disco pedal ou
dos tentaculos e ainda por regeneracao epimérfica) (Bocharova & Kozevich,
2011; Perrin, Thorpe, & Solé-Cava, 1999), sendo que a reproducio sexuada
ocorre apo6s o desenvolvimento dos gametas (Bocharova & Kozevich, 2011).

A origem e o desenvolvimento das células germinativas, nestes
invertebrados, tém varias caracteristicas especificas (Bocharova & Kozevich,
2011). Alguns investigadores consideram que as células germinativas nestes
animais sao provenientes da diferenciacio de varias células epiteliais
presentes na epiderme e/ou na gastroderme (Bocharova & Kozevich, 2011).
Outros cientistas, defendem que os gametas sio oriundos de células
intersticiais (Bocharova & Kozevich, 2011).

Assim, o sistema reprodutivo ¢é relativamente simples, visto ndo existirem
“verdadeiras” génadas os gametas entram na cavidade gastrovascular, apds
existirem “cortes” no epitélio mesenterial e posteriormente pode ser ejetados
pela cavidade oral (Bocharova & Kozevich, 2011). Esta génada
indiferenciada surge apdés um inchado longitudinal no mesentério, entre o
filamento gastrico e o feixe muscular (Bocharova & Kozevich, 2011). Os
locais de desenvolvimento gonadal variam entre as espécies, ou seja as
gonadas tanto podem desenvolver-se em quaisqueres mesentérios ou apenas
nos mesentérios do primeiro circulo ou em outros (Bocharova & Kozevich,

2011).
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O desenvolvimento das células femininas (oo6citos), ao contrario das
células germinais masculinas, nio levam a formacio de agregados, e da-se
por alteragoes pré-meidticos nos seus nucleos (Bocharova & Kozevich,
2011). Além disso, os oo6citos podem-se desenvolver e diferenciar, por
tamanhos, relativamente cedo (Bocharova & Kozevich, 2011). Assim, as
gonadas contém 6vulos separados em diferentes estagios de desenvolvimento
(Bocharova & Kozevich, 2011). Os o6citos possuem diferentes polaridades
e varias substancias no citoplasma (Bocharova & Kozevich, 2011). Uma
caracteristica morfolégica que facilita a identificacdo dos od6citos maduros é
a de varias dezenas de microvilosidades dispostas de forma radicular, a
superficie do odcito, permitindo o fornecimento de nutrientes (Bocharova
& Kozevich, 2011).

Em contraste, as células germinativas masculinas sio semelhantes em
tamanho, e os seus nicleos permanecem relativamente leves, com granulagdo
fina da cromatina (Bocharova & Kozevich, 2011). A auséncia de acrossoma
¢ uma caracteristica distintiva dos espermatozéides das anémonas-do-mar,
como em outros cnidarios (Bocharova & Kozevich, 2011). A
espermatogénese da-se pela formagio do foliculo no mesentério da
gastroderme, causando uma muta¢ao na aparéncia, enquanto se move para a
base da camada epitelial e se diferencia (Bocharova & Kozevich, 2011).
Assim, as génadas masculinas desenvolvem-se na mesogleia do mesentério,
através da formacgao de aglomerados densos (Bocharova & Kozevich, 2011).
A estrutura resultante é semelhante a ligacao endodérmica que executa uma
funcao nutritiva (por ex. fornece acidos nuicleicos) e seus precursores para o
foliculo durante oogénese (Bocharova & Kozevich, 2011).

A fertilizagdo pode ocorrer externamente, na coluna de 4gua ou
internamente nas goéonadas — formada na epiderme, enquanto os 6vulos e o
esperma estdo presentes nas células intersticiais, também elas presentes na
epiderme (Barnes & Ruppert, 1993).

A reproducgiao assexuada, em anémonas, pode ocorrer por fissdo
longitudinal ou transversal, por lacera¢ao do disco pedal, por fragmentagio
dos tentaculos, e por regeneracao epimorfica, levando a existéncia de clones

(Bocharova & Kozevich, 2011; Perrin et al.; 1999).
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A fissio longitudinal é a reprodugio mais frequente e ocorre mais vezes
quando os tempos de jejum dos organismos sio mais longos (Bocharova &
Kozevich, 2011; Smith & Lenhoff, 1976), iniciando-se perto do disco pedal
e consiste num “estrangulamento” longitudinal terminando na separa¢dao do
corpo da anémona em duas partes (Bocharova & Kozevich, 2011). Estes
mecanismos fornecem vantagens adaptativas, pois permitem uma diminuigao
da energia durante o tempo de ingestao uma vez que implica uma redugao da
cavidade oral (Bocharova & Kozevich, 2011). Por vezes, inicia-se na parede
lateral da coluna, levando a formac¢ao de varios novos individuos apds a
separa¢dao (Bocharova & Kozevich, 2011).

Por outro lado, a fissao transversal come¢a com o aparecimento de uma
“gema”, semelhante a uma banda de tentaculo, na parte central do corpo
(Bocharova & Kozevich, 2011). De seguida, dia-se um estrangulamento
transversal por cima da banda e o corpo separa-se em duas partes (Bocharova
& Kozevich, 2011). A parte superior regenera, o disco pedal e a parte inferior
forma a boca no centro da corola de tentiaculos (Bocharova & Kozevich,
2011). Por vezes, existem sinais da ocorréncia de uma nova fissao pouco
antes da primeira fissdo ficar concluida (Bocharova & Kozevich, 2011).

A laceracao no disco pedal consiste numa distensao radial do disco pedal
seguida de uma separa¢ao de tecido (ou fragmentac¢ao) da margem periférica
do disco pedal ou do mesentério ou de uma por¢ao da parede lateral do
corpo, por vezes ap6és uma lesio do disco (por ex. resultante da locomogao
no substrato) (Bocharova & Kozevich, 2011; Smith & Lenhoff, 1976).

Apos a separacio, os bordos da ferida fecham-se, e existe a formacido de
novos tentaculos e septos radiais formando, assim, os pélipos (Bocharova &
Kozevich, 2011).

Ja a reproducao por fragmentacao dos tentdculos, da-se apds a separacgio
de um ou mais tentaculos da coluna. Cada tentaculo possui uma zona exposta
que ¢ fechada por um "tampio de tecido", que acaba por cair com o inicio
da proliferacao celular (Bocharova & Kozevich, 2011). Subsequentemente,
forma-se a coluna da nova anémona e o desenvolvimento do novo individuo,
por vezes, pode comegar antes da separacio do tentaculo, surgindo um
pequeno pélipo que permanece no disco oral parental (Bocharova &

Kozevich, 2011).
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Por dltimo, a regeneragao epimérfica é a restauragdo de uma determinada
zona ou 6rgaos do corpo que foram perdidos, a qual da origem a um ou mais
individuos (Bocharova & Kozevich, 2011; Perrin et al., 1999). Apds a
reproducdo  assexuada, existem as “segregac¢oes” de individuos
geneticamente idénticos, os quais podem formar colénias (E. Purcell &
Grove, 1982).

Taxonomicamente, o filo encontra-se agrupado em duas classes: Anthozoa
e Medusozoa Petersen, 1979 (Marques & Collins, 2004), as quais se
caraterizam por serem dois clados reciprocamente monofiléticos (Daly et al.,
2007). A distincdo entre estas classes ¢ apoiada pela anatomia, histéria de
vida (Daly et al., 2007), a estrutura do genoma e sequéncias de ADN (Daly
et al., 2007; Marques & Collins, 2004).

Estas duas classes diferem pela presencga ou auséncia de poélipos sésseis
e/ou de uma fase de medusa (Marques & Collins, 2004). Ambas apresentam
diferentes caracteres filogenéticos (Daly et al., 2007), sendo a mais antiga a
classe Anthozoa (Collins et al., 2006), a qual é constituida por cerca de 7.500
espécies e compreende duas linhagens reciprocamente monofiléticos,
Octocorallia e Hexacorallia (Daly et al., 2007). Todos os membros desta
classe sao exclusivamente polipdides e tanto podem ser coloniais como
solitarios (Daly et al., 2007).

Desta forma, a classe Anthozoa, apresenta animais morfologicamente
diferentes dos medusozoarios, por serem polipdides, possuirem mobilidade
e niao exibirem no seu ciclo de vida a fase de medusa (por ex. Barnes &
Ruppert, 1993; Bridge, Cunningham, Schierwater, DeSalle, & Buss, 1992;
Collins, 2009; Collins et al., 2006; Kruger & Griffiths, 1996), pois na classe
Medusozoa os organismos mantiveram a fase séssil e possuem ainda a fase
de medusa no ciclo de vida (Bridge et al., 1992; Collins et al., 2006; Marques
& Collins, 2004).

A subclasse Hexacorallia é composta por cerca de 4.300 espécies,
abrangendo quer corais quer anémonas (Daly et al.; 2007). A maioria dos
individuos possui uma simetria hexamétrica e todos os membros tém
espirocistos (cnida composto por uma unica capsula e por um tubulo
minuasculo) (Daly et al., 2007). Além disso, a morfologia dos pdlipos desta

subclasse é amplamente variavel, ao contrario dos polipos da subclasse irma
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(Daly et al., 2007). No entanto, a mondfilia do grupo e as relagdes dentro
desta subclasse tém sido dificeis de interpretar (por ex. distinguir
semelhancas morfolégicas entre as larvas e polipos), sendo necessario
recorrer a analises genéticas (por ex. efetuar analises utilizando os genes
nucleares que codificam as subunidades 18S ou 28S) (Daly et al., 2007).

A ordem ¢ igualmente considerada monofilética e os individuos sio
compostos por: um plano corporal que demonstra altos niveis de
convergéncia morfolégica e os poucos caracteres morfoldgicos revelam que,
os mesmos, foram perdidos durante o processo de evolucio (Rodriguez et
al., 2014).

Fenotipicamente, estao presentes trés elementos triangulares no apice das
capsulas que fletem para fora durante a descarga da toxina que produzem
(Rodriguez et al., 2014). Estes organismos exibem uma notavel diversidade:
morfologica (por ex. os polipos apresentam uma grande variedade de coluna
e tentaculo) e estratégias evolutivas (por ex. simbioses com outros
organismos) (Rodriguez et al., 2014).

Em termos sistematicos, a familia Actiniidae possui uma coluna lisa ou
repleta de “rugas”, com: esferas marginais, pseudoesferas ou vesiculas com
amastigbforos macrobasicos ausentes (den Hartog & Ocana, 2003).
Encontra-se ausente o esficter e ndo existe endoderme difusa circunscrita
(den Hartog & Ocana, 2003).

Os individuos desta familia possuem tentaculos simples, dispostos em
circulos e nunca existe mais do que um tentaculo a comunicar com cada
endocélio e exocélio (den Hartog & Ocafia, 2003). Os mesentérios, por vezes,
nao se encontram divididos em macrocones (constituidos por um musculo
retrator muito forte, encontrado-se composto ainda por filamentos e
gonadas) nem microcones (designacao dada quando os mesentérios estdao
ausentes do musculo retrator, dos filamentos e das génadas) necessitando de
um desenvolvimento faseado, o qual ocorre da fase menos desenvolvida para
a fase mais desenvolvida (den Hartog & Ocafa, 2003). Além disso, os
microcones, em toda as espécies de Actiniidae sdo facilmente reconhecidos
e permitem a sua distingao (por ex. Ocafla, 1994) (den Hartog & Ocafia,

2003).
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O género Actinia Linnaeus, 1767, morfologicamente, apresenta varios
tipos de poélipos (Barnes & Ruppert, 1993; Perrin et al., 1999), os quais
apresentam caracteristicas externas semelhantes, tais como: uma coluna
cilindrica (lisa ou constituida por fibras visiveis), cavidade gastrovascular
(onde circula a agua que permite ao organismo suportar o esqueleto
hidrostatico, excretar fluidos; ocorrendo também a digestdo), cavidade oral
numa das extremidades (boca) rodeada por um circulo de tentiaculos (ajudam
na captura e ingestao das presas) e um disco basal (tecido fino que permite
ao animal aderir ao substrato) (Barnes & Ruppert, 1993; Perrin et al., 1999).
Internamente, possuem uma actinofaringe (origem ectodérmica) que faz a
comunica¢iao entre a boca e a cavidade gastrovascular, a qual esta dividida
em camaras radiais (mesentérios ou septos constituidos por dobras
longitudinais da gastroderme e da mesogleia). As gdénadas encontram-se
distribuidas nos mesentérios (Perrin et al., 1999).

Assim, a maioria das espécies do género Actinia podem ser reconhecidas
por varios caracteres internos e externos, os quais podem ser apoiados por
caracteristicas morfoldgicas, ecoldgicas ou reprodutivas (den Hartog &
Ocana, 2003).

Neste grupo é possivel observar ambas as formas de vida caracteristicas
dos cnidarios, sendo que a forma moével apenas se encontra presente na fase
larvar do ciclo de vida (Veale & Lavery, 2012). Esta fase, permite as
anémonas percorrer longas distancias, garantindo uma modelagao na:
estrutura genética, conectividade e no autorecrutamento das populagdes
(Veale & Lavery, 2012).

Segundo Perrin et al. (1999), este género inclui nove espécies, das quais
sete ocorrem no Atlantico nordeste e Mediterraneo. Destas, a espécie que
ocupa uma maior area geografica é Actinia equina (Linnaeus 1758). Esta
espécie vive em substrato rochoso, no mediolitoral e infralitoral, até
profundidades de 20m. E morfologicamente uma espécie muito labil,
apresentando multiplos padrdées de coloracio. Macroscopicamente, esta
espécie é muito dificil de distinguir de Actinia schmidti (Monteiro, Sole-Cava
& Thorpe, 1997). Esta ultima ocorre no Mediterraneo e na costa Atlantica
da Peninsula Ibérica e ilhas macaronésias, e distingue-se de A. equina apenas

microscopicamente, através da presenca (na Actinia schmidti) e auséncia (na
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Actinia equina) do filamentos p-mastigophores B1A (Ocafia, Brito, &
Gonzalez, 2005).

Actinia fragacea Tugwell, 1856, é outra espécie deste género com uma
distribui¢dao simpatrica com A. equina. De facto, foi considerada por Schmidt
(1971) como uma subespécie desta ultima. Porém, Carter ¢ Thorpe (1981)
encontraram diferengas genéticas e ecoldgicas significativas entre A. fragacea
e A. equina reconhecendo a primeira como uma espécie (den Hartog & Ocanfia,
2003). Esta espécie distingue-se de outras espécies devido ao padriao de
coloragao apresentado - coluna e tentaculos avermelhados, e pintas amarelas,
verdes ou azuis na coluna (den Hartog & Ocafia, 2003).

Em termos comportamentais, ¢ possivel compreender a distribui¢ao
taxonémica, através das diferentes respostas individuais, pois a evolug¢dao
comportamental das espécies ocorre devido ao mecanismo fundamental da
variagdao das respostas dos individuais ao meio ambiente (Rands, Cowlishaw,
Pettifor, Rowcliffe, & Johnstone, 2003; Wolf, Van Doorn, Leimar, &
Weissing, 2007) ou das respostas sociais (McNamara, Stephens, Dall, &
Houston, 2009). Assim, os estudos populacionais em algumas espécies de
anémonas permitem verificar que estes organismos se agregam em coldnias
e que as mesmas sao constituidas por varias gerag¢des, colocando-se a
hipétese de que a competigio e a predagio podem atuar diretamente na
estrutura populacional (Dayton, 1971), pois estas mudangas resultam de um
comportamento territorial, o qual ¢ determinante na organizagdao social
(Myrberg & Thresher, 1974). Ao estudar os comportamentos agressivos ¢
possivel verificar se existem ou nao intera¢gdes diretas entre individuos
(Foster & Briffa, 2014). As observa¢does em meio natural demonstram que
uma determinada organizagio deve ser considerada tanto ao nivel dos
encontros consespecificos (por ex. agressao intraespecificas) como nos
encontros que envolvam outras espécies (por ex. agressao interespecificas),
pois ambas compdem a comunidade (Myrberg & Thresher, 1974). Assim, as
agressOes interespecificas podem interferir nos padroes de ocupaciao espacial
(Pacala & Roughgarden, 1982).

Porém, por exemplo, nos individuos da espécie Actinia equina (Linnaecus,

1758) as sequéncias comportamentais variam quer entre morfotipos
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diferentes (vermelho, verde e castanho) quer entre morfétipos iguais (Ager,
2008; Brace & Pavey, 1978).

Embora, por vezes os resultado de uma competi¢ao pela posse de um
recurso indivisivel (por ex. espago), determinem um comportamento
agonistico ndao prejudicial (Foster & Briffa, 2014). Sempre que o valor do
recurso é elevado ou quando os adversarios possuem vantagens verifica-se
um aumento do nivel da agressividade e um aumento dos danos no individuo
que se encontra em desvantagem (Foster & Briffa, 2014).

A espécie Actinia equina, é disso um exemplo, pois esta espécie possui
padrées individuais independentes da heterogeneidade ambiental (por ex.
temperatura e concentragdes salinas, entre outras) (Briffa & Greenaway,
2011), mas dependente de varios processos evolutivos (por ex. selegido
natural, selecdo sexual e restrigdes na plasticidade comportamental) (Schuett,
Tregenza, & Dall, 2010; Wolf et al.,, 2007) e de mudang¢as que ocorrem
durante o desenvolvimento (por ex. adaptagao ao meio ou histéria de vida
(Fraser, Gilliam, Daley, Le, & Skalski, 2001; McNamara et al., 2009).

A avaliagdo dos padrdes de resposta individual de cada animal, podem ser
obtidos estudando as variagdes comportamentais (por ex. repetibilidade,
duracio, diferengas entre habitats) existentes dentro de uma espécie (Bell,
Hankison, & Laskowski, 2009; Schuett et al., 2010; Wolf et al., 2007). Além
disso, as variagdes comportamentais resultam da capacidade dos individuos
adaptarem o seu comportamento a novas situagoes, através da recolha e da
avaliacdo da informacio que obtém do meio (Brace & Pavey, 1978).

Os estudos de agressoes intraespecificas, defendem que os individuos com
a mesma informacdo genética (clones) e pertencentes a mesma espécie
reconhecem-se num dado momento e nao infligem “ataques” com o acrorhagi
no oponente, o que podera estar relacionado com o facto de partilharem
alelos de reconhecimento (Turner, Lynch, Paterson, Le6n-Cortés, & Thorpe,
2003). Porém, o sistema de reconhecimento nao é especifico, pois sempre
que os organismos competem com anémonas de outras familias, por exemplo
com individuos da espécie Metridium seni/ (Linnaeus, 1761) existem na mesma
altos niveis de agressao (Turner et al., 2003). Assim, as agressGes podem
ocorrer, também, entre individuos geneticamente diferentes — agressoes

interespecificas (J. Purcell & Kitting, 1982).
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Por outro lado, quando existe um (ou mais) reencontros entre 0s MesmMos
organismos a agressio pode ser reforcada positivamente pelo sucesso do
agressor (individuo vencedor do primeiro encontro) (Potegal, 1979). Além
disso, uma agressiao defensiva, em condi¢des de adversidade, pode reforgar
positivamente, de igual modo, os individuos perdedores com este tipo de
agressao, pois existe uma resposta adequada (por ex. fuga e/ou ataque)
quando ocorre a interacao entre os mesmos individuos (Potegal, 1979).

Todas estas questdoes bioldgicas, em anémonas-do-mar, fazem com que
ainda existam muitos campos por estudar, tais como determinar: possiveis
distancias percorrida pelos polipos incubados, quais as situa¢des internas e
externas que levam uma dada espécie de anémona a optar pela reproduciao

sexuada ou assexuada, entre outras.
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Anexo II — Protocolo

Protocolo I — Extragcdio de ADN genémico
1. Marcar os eppendorfs com o nome das amostras.
2. Adicionar 100 pl de solucao de extracio a cada tubo de 0,2 ml
esterilizados.
3. Esterilizar a lamina e a pinga com alcool e de seguida queima-las.

4. Apobs a esterilizagdao cortar um pedacinho de tecido de cada amostra.
5. Adicionar 25 ul de solugdao de preparagio de tecidos em cada tubo.
6. Incubar no Termociclador os tubos nos programa “Extra¢ao” (quantidade:
125ul; 15 minutos), de forma a extrair o DNA alvo.

7. Adicionar 100 pl de solugdo de neutralizagao, homogeneizar no vortex

e congelar.
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Anexo III — Figuras complementares aos capitulos

% Legend
@4 equna Ireland
@A fragaces Iredand
< @A o NW Spain
” @A leagacea NW Span
‘ L @4 50 North Forugat
o ¢ @A fragacea North Portugal
@A sp. centrad Partupa’
24 mutations @A fragacea Central Portugal
&p. South Pamuges
fragaces South Portugal

> >

B A sp Azoras
A sp. Scuth Spain
A, schmiatf Greecs

225

Figura 1a — Representacdo da rede de haplétipos da Maxima parciménia

(utilizando os dados relativos ao gene 285).

n=14 =&

A. schimidt/
A. equina

n=37 . n=11

Figura 1b — Representa¢ao da abundancia relativa das espécies Actinia

schmidti, e A. equina por local de amostragem.
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Teste 1 Teste 2 Teste 3

Figura 3a — Esquema utilizado na selecao dos individuos em cada combate

(© Cadeireiro, 2015).
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Anexo IV — Tabelas complementares aos capitulos

Tabela 3.1 — Numero de amostras realizadas por regido e local de

amostragem, assim como as espécies encontradas.

Irlanda

Nordeste de
Espanha
Norte de
Portugal

Sul de
Portugal

Sudeste de

Espanha
Acores

Nordeste de

Espanha
Norte
Portugal
Sul Portugal

Irlanda

Grécia

Ballyloughane Beach
A Corufia

Gaia

Praia da Luz
Olhos de Agua

Tarifa
Santa Maria

A Coruna
Gaia
Portimao

Ballyloughane Beach
Raches
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53° 16' 5.4"N, -9° 1'
2.19"W

43°22°08’N, 8°24°31°W

41°06°01’N, 8°39°39”W

37°05°11°N, 8°43°31”W
37°05°26°N, 8°10°53”W

36°00°28”°N, 5°36°20”°W
6° 58' 14" N, 25° 06' 18"
43°22°08”’N, 8°24°31”°W

41°06°01’N, 8°39°39”W
37°06°30”°N, 8°31°31”W
53° 16' 5.4"N, -9° 1'
2.19"W

43°22°08°N, 8°24°31”E

21

14
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18
7

11
1
8

15
13
1
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Anexo V — Informagio de suporte da analise de dados

Tabela 4.1 — Teste de independéncia entre a ocorréncia de ataque dos

acrorhagial e a relagdo genética entre individuos (Teste exato de Fisher).

0,679 0,444
0,679 0,444
0,679 0,444
0,679 0,444

0,289

Legenda: a. 2 células (50,0%) esperavam uma contagem menor que 5. A contagem minima

esperada é 3,67; b. Computado apenas para uma tabela 2x2; c. Para a tabulagio cruzada 2x2 e c.

A estatistica padronizada é -,567.

Tabela 4.2 — Medidas de estatistica descritiva obtidas para a frequéncias dos

trés comportamentos agonisticos (contacto entre tentaculos, sobreposicio

do adversario e ocorréncia de picada com acrorhagial).

Descritivos
Estatist Erro
Clone ica Padrao
Frequénci Clone Média 6,25 ,906
a contacto 95% Intervalo de Confianca Limite 432
entre para Média inferior ’
tentdculos Limite
. 8,18
superior
5% da média aparada 6,00
Mediana 5,50
Variancia 13,133
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Desvio Padrio 3,624
Minimo 2
Miaximo 15
Intervalo 13
Intervalo interquartil 5
Assimetria 1,095 ,564
Curtose ,959 1,091
Nio Média 6,25 1,306
Clone  95% Intervalo de Confianca Limite 316
para Média inferior ’
Limite
, 9,34
superior
5% da média aparada 0,11
Mediana 6,00
Variincia 13,643
Desvio Padrio 3,694
Minimo 1
Maximo 14
Intervalo 13
Intervalo interquartil 3
Assimetria 1,165 ,752
Curtose 3,198 1,481
Frequénci Clone  Média 5,13 ,851
a 95% Intervalo de Confianca Limite 331
sobreposi¢ para Média inferior ’
do do Limite
adversari superior 6,94
0 5% da média aparada 4,97
Mediana 4,00
Variancia 11,583
Desvio Padrao 3,403
Minimo 0
Miaximo 13
Intervalo 13
Intervalo interquartil 4
Assimetria ,945 ,564
Curtose ,878 1,091
Nio Média 3,13 ,666
Clone  95% Intervalo de Confianca Limite |55
para Média inferior ’
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Limite

_ 4,70
superior
5% da média aparada 3,08
Mediana 3,00
Variancia 3,554
Desvio Padrio 1,885
Minimo 1
Maximo 6
Intervalo 5
Intervalo interquartil 4
Assimetria ,275 ,752
Curtose -1,483 1,481
Frequénci Clone  Média ,81 ,262
a o 95% Intervalo de Confianca Limite 95
ocorréncia para Média inferior ’
de picada Limite
com superior 1,37
acrorhags 5% da média aparada , 74
al Mediana ,50
Variancia 1,096
Desvio Padrio 1,047
Minimo 0
Maximo 3
Intervalo 3
Intervalo interquartil 1
Assimetria 1,219 ,564
Curtose ,546 1,091
Nio Média ,88 ,441
Clone  95% Intervalo de Confianca Limite 17
para Média inferior ’
Limit.e 1,92
superior
5% da média aparada ,81
Mediana ,00
Variancia 1,554
Desvio Padrio 1,246
Minimo 0
Miaximo 3
Intervalo 3
Intervalo interquartil 2
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Assimetria

,895

752

Curtose

1,132

1,481

Tabela 4.3 — Medidas de estatistica descritiva obtidas para a frequéncias dos

trés comportamentos agonisticos (contacto entre tentaculos, sobreposi¢io

do adversario e ocorréncia de picada com acrorhagial).

Descriptives
Clone Statistic | Std. Error
Duragio Clone Mean 15,14 2,461
do contacto 95% Confidence Intarval Lower Bound 9,80
ZZZMM for Mean pper Bound 20,38
5% Trimmed Mean 14,82
Median 12,34
Yariance 96,907
Std. Deviation ge44
Minimum 2
Maximum 34
Range 33
Interquartile Range 17
Skewness 634 h64
kKuntosis - 723 1,091
Mao Clone  Mean 18,48 4152
95% Confidence Interval Lower Bound 8,66
for Mean Upper Bound 28,30
5% Trimmed Mean 1812
Median 17,75
Yariance 137,908
Std. Deviation 11,743
Minirmum 2
Maximum 41
Range 39
Interquartile Range 16
Skewness 809 a2
Kurtosis 1,398 1,481
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Clone Statistic Std. Error
Duragio da Clone Mean 10,95 1,831
sobreposicio §5% Confidence Interval Lower Bound 7,02
do for Mean Upper Bound 14,88
adpersdrio 5% Trimmed Mean 10,99
Median 954
Variance A0,290
5td. Deviation 7,042
Minimum a0
Maximum M
Range M
Interquartile Range 3
Skewness - 180 580
Kurtosis -1,041 1121
M&o Clone  Mean 7.88 2476
95% Confidence Interval Lower Bound 1,82
for Mean Upper Bound 13,94
5% Trimmed Mean 7,56
Median 6,44
“ariance 42901
Std. Deviation 6,550
Minimum 1
Maximum M
Range 20
Interquartile Range a
Skewness 1,391 94
Kurtosis 2,306 1,587
Clone Statistic | Std. Error
Ocorvéncia Clone Mean 1,84 389
de picada 95% Confidence Interval Lower Bound 42
for Mean Lpper Bound 2,76
5% Trimmed Mean 1,86
Median 1,76
Yariance 1,209
Std. Deviation 1,100
Minimum 0
Maximum 3
Fange 3
Interquartile Range 2
Skewness -115 Ta2
Kurosis - 706 1,481
M&o Clone  Mean 533 1,542
95% Confidence Intarval Lower Bound -1,31
for Mean Lpper Bound 11,87
5% Trimmed Mean .
Median 6,72
Wariance 7137
Std. Deviation 2672
Minirmum 2
Maximum 7
Range 5
Interquartile Range .
Skewness -1,708 1,225
Kurtosis
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Tabela 4.4 — Anilise estatistica do tempo de laténcia da ocorréncia de

picada do acrorhagial.

Case Processing Summary

Cases
Yalid Missing Total
qrupo M Percent M Percent M Percent
termpo_latencia  clone 100,0% 0,0% 100,0%
nio-clone 100,0% 0,0% 100,0%
Descriptives
qrupa Statistic Std. Error
tempo_latencia  clone Mean 98757 377086

95% Confidence Interval Lower Bound ;7488

for Mean Upper Bound | 18,2027

5% Trimmed Mean 97113

Median 6,0600

Yariance 99 536

Std. Deviation 997675

Minimum A2

Maximum 24 59

Range 24 .47

Interquartile Range 21,67

Skewness 874 a4

Kurtosis -1,0749 1,587
nao-clone  Mean 45700 Ba644

95% Confidence Interval Lower Bound 1,8444

for Mean Upper Bound 7,2956

8% Trimmed Mean 4 6078

Median 459100

Yariance 2,934

Std. Deviation 1,71287

Minimum 2,22

Maximum 6,24

Range 4,02

Interquartile Range 32

Skewness -1,068 1,014

kKurtosis 1,415 2,619
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