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Resumo

Este trabalho teve como principal objetivo, avaliar a viabilidade de propagar
anémonas-do-mar Actinia equina (Linnaeus, 1758) e Actinia fragacea Tugwell,
1856, através de corte longitudinal do corpo das mesma, em duas metades. Procurou
avaliar-se a taxa de sobrevivéncia destas anémonas, o0 tempo que demoram a

regenerar e avaliar o crescimento das novas anémonas seccionadas.

Independentemente de as anémonas A. fragacea terem sido inicialmente maiores que
as anémonas A. equina (em biomassa, didmetro e altura), ambas as espécies
evidenciaram comportamentos semelhantes ao longo do ensaio experimental. As
anémonas A. fragacea e A. equina conseguiram regenerar-se, sem que OCOrresse
qualquer mortalidade. No entanto, o facto de terem diminuido de tamanho, ao longo
do procedimento experimental, evidenciou a necessidade de futuramente se
investigar: 1) quais as melhores condi¢Ges ambientais a fornecer a estes organismos,
em cativeiro; e 2) qual a melhor dieta, que lhes permita regenerar e crescer, 0 mais

rapido possivel.

As anémonas-do-mar A. fragacea e A. equina evidenciaram caracteristicas
relevantes, para que possam ser exploradas como espécies ornamentais, ou mesmo
como organismos para fins de investigacdo cientifica. A metodologia, de dividir 0s
individuos longitudinalmente ao meio, permite obter individuos genotipicamente
semelhantes, ao longo de todo o ano. O processo em si emprega procedimentos de

baixa exigéncia tecnoldgica e, consequentemente, implica baixos custos econémicos.

Palavras-chave: anémonas, Actinia fragacea, Actinia equina, reproducéo

assexuada, fissdo longitudinal, exploracdo econémica






Abstract

The main objective of this work was to evaluate the viability of propagating sea
anemones Actinia equina (Linnaeus, 1758) e Actinia fragacea Tugwell, 1856, by
longitudinal fission of the anemones in two halves. It was sought to evaluate the
survival rate of these anemones, the time it took them to regenerate and evaluate the

growth of the new sectioned anemones.

Although anemones A. fragacea were initially larger than A. equina (in biomass,
diameter and height), both species showed similar behavior throughout the
experimental trial. The anemones A. fragacea and A. equina were able to regenerate,
without any mortality. Nevertheless, the fact that they decreased in size, during the
experimental procedure, evidenced the need to investigate in the future: 1) the best
environmental conditions to be supplied to these organisms, in captivity; and 2) what
would be the best diet, which allowed them to regenerate and grow, as fast as

possible.

Sea anemones A. fragacea and A. equina have shown relevant characteristics, so that
they can be exploited as ornamental species, or even as organisms for the purpose of
scientific research. The methodology, of dividing the individuals longitudinally in
haves, allowed obtaining individuals with similar genotypes, throughout the year.
The process itself employed procedures of low technological demand and,

consequently, implies low economic costs.

Keywords: anemones, Actinia fragacea, Actinia equina, assexual reproduction,

longitudinal fission, economic exploration.
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Introducéao

1. Anémonas-do-mar: relevancia ecologica e econémica

As anémonas-do-mar sdo animais solitarios, predadores carnivoros, que pertencem
ao Filo Cnidaria, Classe Anthozoa, Subclasse Hexacorallia. Ainda assim, estes seres
podem estabelecer relagdes simbioticas com outros organismos (De Melo & Amaral,
2005), como por exemplo: 1) o peixe-palhaco (Amphiprion ocellaris) - também
chamado de “peixe das anémonas”, em que ha protecdo mutua contra predadores e
trocas de nutrientes (Roach, 2003); 2) o caranguejo-eremita, em que anémona
protege 0 caranguejo contra predadores, recebe os restos de comida ignorados por
aquele e é transportada ao longo de uma vasta area (0 que lhe permite capturar mais
alimento) (Vafeiadou et al., 2012); 3) as zooxantelas (dinoflagelados) e zooclorelas
(algas verdes unicelulares), organismos fotossintéticos que beneficiam de abrigo,
diéxido de carbono e nutrientes minerais no interior do corpo da anémona, mas que
fornecem oxigénio e nutrientes organicos ao seu hospedeiro (Ahmadjian & Paracer,
1986; Shick, 1991). Estas Ultimas sdo frequentemente responsaveis pelas anémonas
exibirem cores exuberantes. Por estes motivos (as relacdes simbidticas com outros
organismos, bem como as suas cores e formas apelativas), as anémonas tém vindo a
ser exploradas comercialmente, cada vez mais, como organismos marinhos
ornamentais para aquarios, a nivel mundial (Olivotto et al., 2011; Scott et al., 2014).
No entanto, as anémonas sdo animais de crescimento lento e com mecanismos de
reproducdo ainda desconhecidos para muitas das espécies, pelo que a sua
comercializacdo estd dependente da captura nos seus habitats naturais.
Consequentemente, estas praticas poderdo estar a ameacar as populagdes naturais de
anémonas com maior interesse econémico (Shuman et al., 2005; Scott et al., 2014).
Tal representara uma ameaca, ndo SO para 0S ecossistemas naturais, em que as
anémonas ocorrem, bem como para a sustentabilidade desta industria (Whitehead et
al., 1986; Wabnitz et al., 2003; Shuman et al., 2004; Scott et al., 2014). A recolha de
espécimes, para 0 comércio de espécies ornamentais, ocorre frequentemente em
paises tropicais em desenvolvimento; pelo que, a regulamentacdo e gestdo eficiente
desta préatica serd muito dificil (Edwards, 1992; Wood 2001 a,b). Uma das possiveis

respostas, para este problema, podera passar pelo desenvolvimento de técnicas de
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cultivo de organismos ornamentais, de forma eficiente e sustentavel. Desta forma,
seria possivel, ndo sé responder a procura de mercado por anémonas-do-mar, mas
talvez, repovoar também os ecossistemas fragilizados pela captura de uma espécie-
alvo (Shuman et al., 2005; Scott et al., 2014). No entanto, 0 mercado de organismos
ornamentais fomenta a procura de novas espécies, enquanto recurso econémico, que

possam Vvir a ser exploradas de forma sustentavel.

2. Anémonas nativas de Portugal: potencial interesse para comércio de

espécies ornamentais

Vaérias espécies de anémonas habitam o territorio maritimo Portugués. No entanto,
duas espécies destacam-se pela sua abundancia nas zonas rochosas costeiras
intermareais: Actinia equina (Linnaeus, 1758) e Actinia fragacea Tugwell, 1856.
Estas duas espécies apresentam uma ampla valéncia ecoldgica as variacdes dos
parametros ambientais, nos seus habitats. Nomeadamente sdo capazes de resistir a
dessecacdo e alteracdes drasticas de temperatura. Estas anémonas encontram-se bem-
adaptadas a vida nos sistemas litorais, habitando substratos duros, em ambas as
situacOes de exposicdo ou proteccdo a elevado hidrodinamismo (Ager, 2008).
Consequentemente, ambas as espécies poderdo facilmente adaptar-se a condigdes de
cativeiro. Como apresentam pequeno tamanho corporal, ndo representardo um perigo
de elevado risco para outros organismos marinhos, com 0S quais possam ser
mantidas em comunidade, num mesmo sistema de suporte de vida. Todos estes
motivos, conjugados com o facto de apresentarem cores exuberantes, dotam
A. equina e A. fragacea como potenciais espécies para serem usadas no comércio de

espécies ornamentais.

2.1. Caracterizacgdo de Actinia equina (Linnaeus, 1758)

Actinia equina (Linnaeus, 1758) é também chamada de “tomate-do-mar”. E uma das
espécies de anémonas mais abundantes nas zonas costeiras da Europa (Chomsky et
al., 2009).
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A sua distribuicdo geografica estende-se ao longo das zonas costeiras orientais do
Oceano Atlantico, a partir do Mar Branco (na Russia) até ao Equador, incluindo as
ilhas Britanicas e da Macaronésia, bem como no Mar Mediterranio (Kruger &
Griffiths, 1996; Chomsky et al., 2004a,b). Existem igualmente referéncias da
ocorréncia desta espécie na Africa do Sul e no Japdo (Yanagi et al., 1999; Chomsky
et al., 2009).

Em termos de habitat, A. equina é abundante no sistema litoral, particularmente no
andar infralitoral, de zonas costeiras expostas, e em pocas e fendas humidas do andar
mediolitoral (Chomsky et al., 2004a,b), pelo que estas anémonas podem ser
encontradas fora de &gua, durante a baixa-mar (Rodrigues et al., 2008).Vivem em
profundidades que véo desde os 0 m até aos -20 m, fixando-se em substratos duros
de costas rochosas (Fish & Fish, 1989).

Como breve descricdo geral (Fig. 1a), pode-se dizer que A. equina possui uma base
larga adesiva, com bordo azul, e uma coluna lisa. Possui, ainda, cerca de
192 tentaculos retracteis, dispostos em 6 anéis que rodeiam a boca. Os tentaculos
retraem total e rapidamente para o interior do corpo, quando o animal é perturbado,
ou quando as condi¢des ambientais sdo desfavoraveis. E possivel observar manchas
azuis salientes, dispostas na periferia do disco oral, exteriormente aos tentaculos - 0s
“acrorhagi” (Fig. 1b.). Estas estruturas sdo tentaculos modificados, usadas
especialmente para combater outras anémonas, em situacdes de competicdo por
territorio (Ager, 2008). A cor do corpo de A. equina é muito variavel, com diferentes
intensidades de vermelho, cor castanha ou verde. No entanto, a variedade verde foi
considerada como uma espécie diferente - Actinia prasina Gosse, 1860, em termos
genéticos, de microhabitat e distribuicdo no andar mediolitoral (Haylor et al., 1984;
Sole-Cava & Thorpe, 1987), sendo ainda valida essa classificacdo (Fautin, 2015). A
anémona A. equina pode atingir até 3 cm de altura e 7 cm de didmetro do disco basal
(Rodrigues et al., 2008).
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Figura 1 — Fotografias de uma anémona tomate-do-mar Actinia equina (Linnaeus, 1758): a.
observada a vista desarmada, fotografada com uma camara Canon EOS M10; b. cortada
longitudinalmente e observada ao microscopio estereoscépico de dissecacdo Leica DM 125,
com uma ampliacdo total de 15X, com destaque para os acrorhagi (seta), fotografada com
cdmara de 5 megapixéis Leica MC 170 HD e processada através do Software Leica
Application Suite 4.4.0.

2.2. Caracterizacdo de Actinia fragacea Tugwell, 1856

Actinia fragacea Tugwell, 1856 ¢ também chamada de “morango-do-mar”, devido a

sua coloracdo vermelha, com pontuac6es verdes na coluna do corpo (Fig. 2).

Figura 2 — Fotografia de uma anémona morango-do-mar Actinia fragacea Tugwell, 1856,
observada a vista desarmada, fotografada com Canon EOS M10.



Mestrado em Aquacultura

Reproducdo assexuada de anémonas para fins ornamentais

A distribuicdo geografica de A. fragacea é semelhante a de A. equina, embora seja
mais restrita. Pode ser encontrada em zonas costeiras orientais do Oceano Atlantico,
a partir do Noruega até ao Norte de Africa, abrangendo as ilhas Britanicas e da

Macaronésia, existindo também no Mar Mediterrénio (GBIF, 2016).

O seu habitat é semelhante ao de A. equina, nos andares mediolitoral e infralitoral.
No entanto, surgem em zonas mais abrigadas da luz, de 0 m até aos -20 m de
profundidade (Ager, 2008).

Em termos anatémicos, o corpo desta espécie € muito semelhante ao de A. equina, no
entanto, apresenta maiores dimens@es. Inicialmente, permanecia a ddvida se seriam
dois fenotipos distintos de uma mesma espécie. No entanto, evidéncias bioquimicas e
genéticas, de localizagdo nas zonas costeiras e coloracdo constante, suportaram a
decisdo de se tratar de 2 espécies distintas, mas filogeneticamente muito proximas
(Nei, 1972; Carter & Thorpe, 1981; Perrin, 1993). O corpo de A. fragacea apresenta
uma coluna de altura reduzida, relativamente a largura do disco basal. Pode atingir
um tamanho até cerca de 14 cm de didmetro na base e 3 cm de altura (Rodrigues et
al., 2008). A semelhanca de A. equina, o seu disco basal possui 0 bordo de cor azul.
Os seus cerca de 190-200 tentaculos encontram-se dispostos em 6 anéis em torno da
boca, que se retraem quando o animal € perturbado. Possui “acrorhagi” azuis (mas
também cor de rosa ou brancos) dispostos na periferia do disco oral, exteriormente
aos tentaculos. (Rodrigues et al., 2008).

2.3. Biologia reprodutiva de Actinia equina e Actinia fragacea

As anémonas-do-mar apresentam, em mdultiplas espécies, reproducdo sexuada e
assexuada (Cecilio, 2012; Santos, 2015). Mas, a forma como o fazem é ainda
desconhecida, para a maioria das espécies. O tipo de reproducdo pode ocorre
preferencialmente de uma das formas, em diferentes populagdes de uma espécie (Orr
et al., 1982). Nestes animais, ambas 0s tipos de reproducdo dependem das condigdes
ambientais, sendo que a temperatura, a luz solar e a humidade séo os fatores mais

relevantes (Scremin, 2013).
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A reproducéo sexuada leva a uma identidade genética distinta e a uma descendéncia
sem clones. Quando ocorre exclusivamente (sem reproducdo assexuada), geralmente
é influenciada por condicdes de stress ambiental (e.g., temperatura elevadas). Este
tipo de reproducgdo causa maior diversidade genética e maior resisténcia a condicdes
adversas (Chomsky et al., 2009).

Embora existam espécies que sejam gonocoricas, a maioria das anémonas €
hermafrodita. Desconhece-se a existéncia de dimorfismo sexual entre as anémonas.
Mas, as anémonas hermafroditas geralmente produzem apenas um tipo de gameta,
durante os periodos de reproducdo sexuada, de forma a evitar a autofecundacéo
(Ruppert & Barnes, 2004; Bocharova & Kozevich, 2011). Ainda assim, a
autofecundagdo tem sido referida como uma das formas de reproducdo destes
animais (Bocharova & Kozevich, 2011; Santos, 2015). O hermafroditismo é muitas
vezes associado com tamanho corporal e a reproducdo de anémonas jovens (Shick,
1991). Tem sido sugerido que, o hermafroditismo é uma forma de adaptacdo, para
compensar a reduzida probabilidade de uma macho e uma fémea se encontrarem
fisicamente, ou ainda do contacto entre os seus gametas (Shick, 1991). O
hermafroditismo € frequentemente responsavel pela manutencdo de associacdes
genotipicas, especificamente adaptadas as condi¢des ambientais de um dado local
(Shick, 1991).

Analises histolégicas tém revelado que as gonadas das anémonas Sdo mMeros
agregados de células germinativas (Ruppert & Barnes, 2004; Bocharova &
Kozevich, 2011; Hickman et al., 2014; Castro & Huber, 2016). Sdo estruturas
temporarias, que formam uma faixa longitudinal entre o filamento septal e 0 mdsculo
retrator (Ruppert et al., 2004; Hickman et al., 2014, Castro & Huber, 2016), sendo de
origem gastrodérmica. A fertilizacdo dos gametas pode ocorrer interna ou
externamente ao corpo da anémona, consoante a espécie, ou as condi¢cdes ambientais
locais (Bocharova & Kozevich, 2011). A fertilizagdo pode ser interna ou externa. Em
ambos 0s processos 0 zigoto desenvolve-se até formar uma larva ciliada, a qual se
desenvolve num pdlipo, depois de encontrar um substrato adequado, num habitat
propicio (Ruppert & Barnes, 2004; Hickman et al., 2014; Castro & Huber, 2016). No
caso das anémonas que se reproduzem sexuadamente, com fertilizagdo interna, a

larva planctonica pode ser libertada do adulto e fica livre no oceano, mas apenas por
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um curto espaco de tempo. Depois, pode entrar na cavidade de uma outra anémona e
prosseguir com o seu desenvolvimento. A anémona jovem ¢é libertada pela anémona
progenitora e prende-se ao substrato (Cecilio, 2012). Os adultos apresentam pélipos
juvenis, no interior da sua cavidade gastrovascular, com frequéncia (Ruppert &
Barnes, 2004; Hickman et al., 2014; Castro & Huber, 2016).

Tem sido sugerido que a reproducdo assexuada envolve menores custo energéticos,
na formacdo de novos individuos. Por esse motivo, seria uma melhor opcdo para
recorrer em ambientes mais austeros, embora ndo haja dados que suportem essa
teoria (Shick, 1991). Ainda assim, a reproducdo sexuada de anémonas envolve
demasiadas etapas (gametogénese, vitelogénese, libertacdo de gametas, fertilizagéo,
crescimento, desenvolvimento, dispersdo e metamorfoses), em que cada uma implica
a necessidade de condi¢es ambientais especificas, mais rigorosas que as necessarias
para a reproducdo assexuada (Shick, 1991). A reproducdo assexuada providencia
meios para uma rapida colonizacdo de um novo habitat (Schlesinger, 2010) e, muitas
vezes, € desencadeada por stress ambiental (Beneti, 2008). Pode ocorrer por forma
gamética — partenogénese (desenvolvimento de novos individuos a partir de odcitos
ndo fecundados), ou agamética — propagacdo através de fissdo transversal, fissdo
longitudinal, laceracdo pedal e gemiparidade Também tem como vantagem, o facto
de ser uma estratégia de crescimento populacional. A amplificacdo assexual dos
individuos aumenta o seu potencial colonizador e diminui as suas probabilidades de
extincdo, ao aumentar vastamente o tamanho dos individuos clonados (e das suas
gonadas) (Shick, 1991; Beneti, 2008).

A reproducdo assexuada (producdo de clones) é difundida e diversa entre o0s
antozoarios (Ruppert & Barnes, 2004; Hickman et al., 2014; Castro & Huber, 2016).
Durante a reproducdo assexuada, um novo individuo é formado a partir de um
fragmento ou parte do corpo de uma anémona (Bocharova & Kozevich, 2011),
devido a elevada capacidade de regeneracdo destes animais. Pode proceder pela via
da regeneracdo epimorfica (regeneracdo de oOrgdos perdidos) ou embriogénese
somatica (com todos os 0rgédos a desenvolverem-se num novo orgédo) (Bocharova &
Kozevich, 2011). No ultimo caso, 0s mesentérios, os tentaculos e a actinofaringe sdo
formados da mesma maneira, que durante o desenvolvimento dos pélipos, resultantes

de reproducdo sexuada (Bocharova & Kozevich, 2011). Por exemplo, a laceragéo
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pedal consiste na perda de uma porc¢do do disco basal (também designado de disco
pedal), enquanto a anémona se desloca nas rochas. Esse pedaco podera crescer para
formar um novo individuo, de dimensdes muito reduzidas. E uma forma frequente de
reproducdo assexuada em anémonas do andar infralitoral, ao passo que, a fissdo
longitudinal (Fig. 3) é uma forma de replicagdo assexuada muito frequente em
antozoarios do andar mediolitoral (Shick, 1991). A anémona forma uma pequena
fissura na extremidade aboral (disco basal), ou lateralmente na coluna. Esta fissura
vai-se estendendo a todo o corpo, sempre paralela ao eixo oral-aboral do animal. A
ultima regido a separar-se é o disco oral (Beneti, 2008). A fissao longitudinal (Fig. 3)
€, muitas vezes, irregular e pode ser estimulada por mudancas abruptas nas condicdes
ambientais. Em laboratorio, a fissdo longitudinal pode ser desencadeada por
mudancas de 4gua nos aquarios, temperatura ou iluminacdo (Bocharova & Kozevich,
2011). As anémonas-filha resultantes sdo individuos de grandes dimensdes, capazes
de realizar todas as funcBes de um adulto. Alimentam-se durante e logo apds o
processo, apresentam todas as estruturas desenvolvidas (boca, actinofaringe e
cavidade gastrovascular) e apresentam maior eficiéncia na colonizacdo de novos
ambientes (Beneti, 2008).

Figura 3 — llustracdo da fissdo longitudinal de uma anémona (Shick, 1991).

Apesar de ser uma das espécies de anémonas Europeias mais estudada, o
conhecimento do modo de reproducdo da anémona A. equina é ainda contraditorio.
Ao longo das costas Britanicas (Carter & Miles, 1989), Japonesa (Yanagi et al.,
1999) e Israelita (Chomsky et al., 2009), a anémona A. equina € uma espécie
gonocorica. No entanto, existem referéncias de individuos hermafroditas, em outras
populacOes desta espécie (Gadelha et al., 2012; observacéo pessoal). Outros estudos
mencionam populagOes de A. equina que se reproduzem exclusivamente de forma

sexuada, como no mar Mediterraneo (Douek et al., 2002). Recentemente,
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descobriram-se evidéncias de que em Portugal, ocorre reproducdo sexuada desta
espéecie (Pereira et al., 2014). Ainda assim, estudos bioquimicos apontam para a
ocorréncia de outras formas de reproducéo assexuada. Uma das particularidades das
anémonas A. equina é o facto de transportarem consigo, no interior da cavidade
gastrovascular, varios polipos juvenis — viviparidade (Carter & Miles, 1989 em
Perrin et al., 1999; Yanagi et al., 1999; Gadelha et al., 2012). Estes juvenis sédo
expelidos pela boca da anémona progenitora, quando perturbada, ou quando o0s
juvenis se encontram aptos a serem formas de vida independentes (Orr et al., 1982;
Carter & Miles, 1989; Yanagi et al., 1999; Santos, 2015). Evidéncias genéticas
suportam a teoria de resultarem de uma forma de reproducdo assexuada, em que 0s
juvenis sdo clones da anémona progenitora (Orr et al., 1982; Carter & Miles, 1989;
Yanagi et al., 1999; Santos, 2015). O mesmo ocorre na sua congenere A. prasina.
Ainda assim, desconhece-se se resultam de gemiparidade, ou partenogénese (embora
esta Ultima hipotese seja dificil de explicar em populacdes exclusivamente
gonocaricas, com observacao de juvenis no interior de anémonas de ambos 0s sexos)
(Perrin et al., 1999). Clones com a mesma informacdo genética ndo estabelecem
competicdo-intra-especifica, com recurso aos acrorhagi (Turner et al., 2003). Cedo
foi descartada a hip6tese de reentrada de larvas planulas na cavidade gastrovascular
da anémona progenitora, apds fecundacdo e desenvolvimento embrionario no
ambiente plancténico, através de pequenas experiéncias laboratoriais (Carter &
Funnel, 1980 em Carter et al., 1982; Orr et al.,, 1982). No entanto, esta
particularidade é ainda descrita para outras espécies de anémonas, incluindo dentro
do género Actinia. Mais ainda, é frequente encontrar larvas pré-planula e planula, em
diferentes estagios de maturacdo, entre os tentaculos dos adultos; para além de
pequenos polipos juvenis de diferentes tamanhos (Carter & Funnel, 1982 e Chia &
Rostron, 1970 em Perrin et al., 1999 e em Carter et al., 1982). Pouco se sabe sobre o
sucesso de sobrevivéncia e dispersdo destas larvas, fora da cavidade gastrovascular
da anémona progenitora. Procedimentos experimentais, de producdo destes
organismos, em cativeiro, revelaram a sua incapacidade de metamorfose e
sobrevivéncia a longo prazo (Chia & Rostron, 1970 em Perrin et al., 1999) Cré-se
que aquelas larvas tenham resultado de autofecundacdo, cuja variedade genética
reduzida as torne inadaptadas, para sobreviver a mudangas ambientais austeras, nas

fases iniciais da sua existéncia.



Mestrado em Aquacultura

Reproducdo assexuada de anémonas para fins ornamentais

As formas de reproducdo em A. fragacea sdo igualmente cripticas, sendo referido os
modos ja descritos, tanto de reproducdo sexuada, como assexuada. A reproducéo
sexuada pode ser interna (fecundacédo interna — 0os Gvulos permanecem na cavidade
gastrovascular, o esperma € liberto para o exterior) ou externa (fecundacao externa —
os Gvulos e 0 esperma sdo libertados para o exterior). E uma espécie gonocorica,
ovipara, que matura 0s seus odcitos durante o Verdo, em populacdes das ilhas
Britanicas (Larkman, 1983). Pouco mais se sabe sobre a reproducdo desta espeécie.
Observacdes particulares apontam para que A. fragacea nédo faca protecdo parental
de juvenis, na sua cavidade gastrovascular, contrariamente a sua congénere A. equina
(Perrin et al., 1999; Fish & Fish, 2011).

3. Potencial biotecnoldgico das anémonas

As anémonas sdo consideradas “maravilhas regenerativas”. A sua habilidade de se
dividirem ao meio, durante a reproducdo assexuada (fissdo longitudinal ou
transversal) e regenerarem os seus tecidos de forma eficiente, caracterizam-nas como
organismos com potenciais aplica¢des biotecnoldgicas, como é o caso de estudos
pioneiros relacionados com a perda auditiva (Tang et al., 2016).

Além do mais, as toxinas desenvolvidas pelas anémonas também tém sido alvo de
interesse, exibindo propriedades com possiveis aplicagdes terapéuticas, tais como: a
regulacdo ionica de sodio e potassio em células neuromusculares (Norton, 1981;
Yasunobu et al., 1985; Scanlon et al., 1995; Schweitz et al., 1995); actividade anti-
hipertensiva e antiviral (Clore et al., 1989); citolisinas, toxinas com atividade
inibidora de protéases de tipo-Kunitz e toxinas com atividade fosfolipase A2 (Frazdo
et al., 2012). A anémona A. equina reune potencial aplicacdo nestas areas, contendo
toxinas citoliticas (equinotoxinas), hemoliticas (Macek & Lebez, 1988) e outras
toxinas polipeptidicas, que exercem uma atividade letal em caranguejos (Lin et al.,
1996; Honma et al., 2005). Da mesma forma, A. fragacea tem produzido resultados
semelhantes (Bellomio et al., 2009; Tanaka et al., 2015).

10
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4. Objectivos

As anémonas-do-mar A. equina e A. fragacea reinem caracteristicas relevantes para
que possam ser exploradas como espécies ornamentais, ou como potenciais
organismos para extraccdo de compostos bioactivos. Actualmente, existem alguns
registos de sucesso de propagacao assexuada de anémonas em cativeiro. Geralmente,
essa propagacao é feita por corte longitudinal de espécimes saudaveis, em metades
(Olivotto et al., 2011; Scott et al., 2014). No entanto, existem poucos estudos com
detalhes suficientes sobre a optimizacdo desta propagacdo, e.g.: determinar o
tamanho minimo com o qual a anémona pode ser propagada com sucesso; a melhor
técnica de fixacgdo e os diferentes materiais adequados (Olivotto et al., 2011; Scott et
al., 2014); dietas eficazes a fornecer, para obter resultados de rapida regeneracdo e
crescimento dos individuos; e as melhores condi¢Ges ambientais a fornecer aos

individuos, em cativeiro.

Este trabalho teve como principal objectivo avaliar a viabilidade de propagar
anémonas-do-mar A. equina e A. fragacea, através de corte longitudinal do corpo das
mesma, em duas metades. Procurou avaliar-se a taxa de sobrevivéncia destas
anémonas, o0 tempo que demoram a regenerar e 0 Seu crescimento. Se este processo
de obtencdo de dois organismos a partir de um sé for viavel, contribuira para
diminuir o impacto nas populagdes autdctones, e nos seus ecossistemas. Assim,
reduzir-se-ia a necessidade da captura de exemplares naturais de anémonas, para
aquarios ou investigacdo cientifica/aplicacdo biotecnol6gica. Este processo sera
passivel de ser realizado em cativeiro, com a frequéncia desejada, para obtencdo do
namero de individuos pretendidos, sem necessidade de recolha de espécimes

selvagens.
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Materiais e métodos

1. Recolha de individuos Actinia equina e Actinia fragacea

As anemonas Actinia fragacea e Actinia equina foram recolhidas manualmente, na
Praia do Portinho da Areia Norte (costa central Atlantica de Portugal; Fig. 4), durante
o0s periodos de maré baixa. As anémonas foram recolhidas de 14 a 20 de Dezembro

de 2016 e transportadas para laboratorio.

@Paunm-@-mmon E|

mennl:l-@-r:lmnn\ +

¢ Praia'do Portinho de Areia Norte

Data SO, NOAA  U:S. Navy, NGA\GEBCO:
Image © 2016 DigitalGlobe
Image © 2016 TerraMetrics

Figura 4 — Localizacdo do local de recolha de espécimes Actinia fragacea e Actinia equina:
Praia do Portinho de Areia Norte (39°22'8,03"N; 009°22'41,82"W), em Peniche (costa
central Atlantica de Portugal). Imagem obtida através de software Google Earth (verséo
4.2.0205.5730 de 13 de Novembro de 2007).

2. Desenho Experimental

2.1. Sistema de suporte de vida para as anémonas Actinia equina e

Actinia fragacea

Todos os individuos recolhidos foram mantidos num sistema de recirculacdo de agua
salgada. O sistema consistiu numa estante de PVVC, de 3 prateleiras, com 12 aquéarios

13
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e uma sump. Cada prateleira continha 4 aquarios de 18 L, com arejamento,
iluminados por uma calha LED de 11W. O fotoperiodo foi estabelecido para 12h de
luz e 12h de escuriddo. Em baixo, encontrava-se disposta a sump do sistema, com:
filtro mecéanico, composto por 2 esponjas de 1a de vidro; filtro bioldgico de anéis de
ceramica Pure Water Bio-ring; 1 filtro ultravioleta EHEIM de 14W (EHEIM GmbH
& Co KG, Estugarda, Alemanha); 1 escumador TMC Vecton? 400 (Tropical Marine
Centre, Londres, Reino Unido), com bomba SICCE Syncra Silent 1.5 (700 — 1350 L
h': Pozzoleone, Itélia); 1 bomba de circulagdo EHEIM Compact®™ 5000
(2500 — 5000 L h™; EHEIM GmbH & Co KG, Estugarda, Alemanha) e 1 refrigerador
Frimar C250 (FRIMAR ® F500, Fernando Ribeiro Lda, Barcarena, Portugal),
regulado para 20 °C.

2.2. Preparacdo dos individuos Actinia equina e Actinia fragacea e

aclimatacéo

Em laboratorio, as anémonas foram individualmente colocadas no topo de pequenas
pedras, previamente identificadas e pesadas — 0 seu novo substrato de ades&o. Pois,
em accOes posteriores, de monitorizagdo das dimensdes corporais e biomassa das
anémonas, optou-se por manté-las aderidas as pedras. Pretendeu-se, desta forma,
minimizar o impacto de perturbacdo fisiolégica dos animais, durante o0s

procedimentos experimentais.

As pedras foram identificadas para cada espécie e numeradas para cada individuo
(por exemplo: A; para o individuo n® 1 de A. fragacea, que permaneceu intacto,
durante todo o procedimento experimental; B, para o individuo n° 1 de A. equina,
que foi sujeito a corte longitudinal, indicando a metade n® 2, ap6s o corte). Para
determinar o peso das pedras, estas foram colocadas em &gua salgada, durante
24 horas. Depois, foram secas com papel, para remover o0 excesso de agua, e pesadas
numa balanga analitica Sartorius TE124S (Sartorius AG, Goettingen, Alemanha).
Repetiu-se esta tarefa 3 vezes, para posteriormente usar o valor médio obtido como

valor de referéncia.
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Selecionaram-se 60 individuos A. fragacea e 60 individuos A. equina, com
dimensBes semelhantes entre si. De todos os individuos encontrados no local de
amostragem, as anémonas A. fragacea apresentavam dimensfes aparentemente
maiores que as de A. equina. Por esse motivo, escolheram-se 0s espécimes

A. fragacea mais pequenos, parecidos com as anémonas A. equina.

Colocaram-se 10 anémonas, em cada aquario do sistema de suporte de vida. As
anémonas A. equina foram distribuidas em 6 aquérios aleatorios no sistema, sendo
que as anémonas A. fragacea foram inseridas nos outros 6. As anémonas foram
mantidas e monitorizadas, durante 1,5 meses, para se aclimatarem, antes de iniciar o

ensaio experimental.

2.3. Monitorizacao e controlo da qualidade da agua

Semanalmente, efetuaram-se trocas parciais da dgua do sistema de suporte de vida,
em cerca de metade do seu volume. A monitorizacdo da qualidade da &gua foi
realizada trés vezes por semana, sendo a ultima verificacdo feita antes da troca
parcial de agua. Os parametros ambientais salinidade, temperatura e oxigénio
dissolvido foram medidos com uma sonda multiparamétrica HANNA HI 9828
(HANNA Instruments, Pévoa de Varzim, Portugal). O pH foi avaliado com o
medidor VWR Symphony SP70P (VWR International, Inc., Radnor, Pensilvania,
Estados Unidos da América). Os parametros amonia, nitritos e nitratos foram
avaliados de forma qualitativa, com testes rapidos APl — Aquarium Pharmaceuticals
(Mars Fishcare North America, Inc., Chalfont, Pensilvania, Estados Unidos da
América). Um controlo mais preciso foi feito quinzenalmente, com a ajuda de um
fotometro HANNA HI 83203 (HANNA Instruments, Pévoa de Varzim, Portugal). Se
os resultados se encontrassem fora dos intervalos considerados normais para o bem-
estar animal, efetuava-se uma nova troca parcial de agua e executava-se uma nova

medicdo dos parametros ambientais, assim como no dia a seguir & mudanca de agua.

15



Mestrado em Aquacultura

Reproducdo assexuada de anémonas para fins ornamentais

2.4. Alimentacao

Durante a aclimatagdo e o ensaio experimental, as anémonas foram alimentadas com
camarao congelado, sem exosqueleto. Inicialmente, foram alimentadas 3 vezes por
semana, sempre a mesma hora, durante o periodo da manhad. Forneceu-se uma
quantidade descongelada correspondente a 4,5 % do peso individual das anémonas
(Shick, 1991). Se tivessem os tentaculos recolhidos, os animais seriam estimulados
com jactos de agua, junto ao orificio bucal, através do uso de uma pipeta de Pasteur.
No entanto, como muito do alimento era aceite e posteriormente descartado pelas
anémonas, a frequéncia de alimentacéo foi reduzida para as 2 vezes por semana, ap0s

0 periodo de aclimatacéo.

2.5. Ensaio experimental

O ensaio experimental iniciou-se a 3 de Fevereiro de 2016 e durou 20 semanas.
Todas as anémonas foram obrigadas a contrairem-se na sua méxima capacidade, de
forma a minimizar as variagbes de: 1) conteldo em agua no interior da cavidade
gastrovascular e 2) forma do corpo destes animais. Depois, cada individuo foi seco
gentilmente com papel absorvente, para remover 0 excesso de dgua. Posteriormente,
foram pesados numa balanca analitica Sartorius TE124S (Sartorius AG, Goettingen,
Alemanha). Em 3 aquérios de cada espécie, mantiveram-se 0s animais intactos —
animais de controlo. Nos restantes, cada individuo foi cortado longitudinalmente ao
meio, com auxilio de um bisturi — animais de tratamento. A distribuicdo dos
tratamentos, no sistema de suporte de vida, foi feita ao acaso (Fig. 5). Uma das
metades de cada anémona foi removida e fixa noutra rocha, devidamente identificada
e pesada, a semelhanca dos procedimentos anteriores. Depois, todas as anémonas
foram inseridas nos respectivos aquarios e monitorizadas, relativamente a sua

sobrevivéncia, tamanho, massa e regeneracdo (no caso dos individuos seccionados).

O corte das anémonas foi executado num dia em que deveria ser fornecido o
alimento, para garantir que ndo se perturbaria o processo de digestdo dos animais. A

alimentacdo foi suspensa, durante o periodo em que as anémonas cortadas
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mantiveram a cavidade gastrovascular exposta e desprotegida. A alimentacdo voltou

a ser fornecida, a todas as anémonas, 15 dias depois do corte.

Assim, todas as anémonas identificadas foram contadas e pesadas mensalmente, de
acordo com os procedimentos ja descritos. No entanto, passou a medir-se também o
didmetro e a altura das anémonas, um més depois do inicio do ensaio experimental,
quando quase todas as anémonas seccionadas recuperaram a forma cilindrica normal
do seu corpo. O didmetro do corpo anémonas foi medido com uma craveira,
imediatamente acima do disco basal. A altura foi medida de igual forma, desde o
disco basal até ao topo da anémona. As anémonas, obtidas por corte longitudinal,
foram também monitorizadas quanto: 1) ao tempo que demoraram a unir as
extremidades do corte, protegendo a sua cavidade gastrovascular; 2) a quantidade de
individuos que regeneraram totalmente; e 3) ao tempo que demoraram a consegui-lo,

com desaparecimento da cicatriz de corte.

A. equina A. fragacea
seccionadas seccionadas

A. fragacea A. equina
inteiras inteiras

A. fragacea A. equina
seccionadas seccionadas

A. equina A. fragacea
inteiras inteiras

A. equina A. fragacea
inteiras inteiras

A. fragacea A. equina
seccionadas seccionadas

Sump Refrigerador

Figura 5 — Representacdo esquematica do sistema de suporte de vida, com a disposicdo das
diferentes espécies de anémonas e o tratamento a que foram sujeitas.
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3. Analise de dados

Os dados foram processados e apresentados graficamente mediante a utilizagéo do
software Microsoft Office Excel 2010. Sempre que aplicavel, os valores foram

apresentados sob a forma de média + erro-padréo (i + se).

As anélises estatisticas foram realizadas com o software SPSS IBMM Statistics 23.
Os dados foram analisados relativamente a sua distribui¢cdo normal e homogeneidade
de wvariancias. Se esses pressupostos se cumprissem, realizaram-se testes
paramétricos, caso contrario, usaram-se testes ndo paramétricos (Zar, 1996).

Utilizou-se o nivel de significancia o = 0,05.

Testes de Mann-Whitney foram utilizados para comparar: 1) a biomassa inicial das
anémonas A. fragacea e A. equina, no inicio do ensaio experimental; 2) o tempo que
decorreu desde que se efectuou o corte longitudinal, at¢ a0 momento em que as
anémonas conseguiram recuperar a sua forma, unindo as extremidades do corte; e
3) 0 tempo que os espécimes demoraram a regenerar totalmente, em que se deixou de
notar a cicatriz do corte a que foram sujeitos. Os resultados foram apresentados sob a

seguinte forma: Unumero de graus de liverdade = Valor do teste, valor de significancia p.

Usou-se o teste ANOVA de 2 fatores para avaliar diferencas entre o tamanho de
todas as anémonas, passado 1 més de ensaio experimental, em termos de biomassa,
didmetro e altura. Procedeu-se de igual forma, para comparar as diferencas de
tamanho das anémonas entre o inicio e o final do ensaio experimental. E ainda, para
comparar a taxa de conversdo alimentar das diferentes anémonas. Como se
consideraram 2 fatores, cada um com 2 niveis [espécie (A. equina versus
A. fragacea) X tratamento (intactas versus sujeitas a corte longitudinal)], ndo se
procedeu a execucdo de testes post-hoc de multicomparagdo, nos casos em que se
verificou a existéncia de diferencas estaticamente significativas. Os resultados foram
apresentados cOmo: Fgraus de liberdade entre os grupos, graus de liberdade dentro dos grupos = Valor do
teste; valor de significancia p, para cada fator e respetivas interacdes. Para cada

grupo, apresentaram-se os valores sob a forma de média + erro-padrdo (X + se),

ICg5% como sendo o Intervalo de Confianga para a média = [limite inferior, limite

superior] e o valor de significancia p.
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Testes ANOVA de medidas repetidas foram utilizados para comparar o tamanho das
anémonas (em termos de biomassa, didametro e altura), no inicio e no final do ensaio
experimental. Os resultados foram apresentados de forma semelhante aos de uma
ANOVA de 2 fatores. De cada vez que se verificou uma interacdo significativa entre
a duracdo do ensaio e um ou ambos os fatores, os seus efeitos tiveram de ser
interpretados com cautela entre os grupos, a cada nivel, a cada factor.
Nomeadamente através da comparacao do incremento de tamanho, recorrendo ao uso
de ANOVA de 2 fatores.

O teste de qui-quadrado de Pearson foi utilizado para comparar a quantidade
proporcional de individuos que conseguiram cicatrizar até ao final do ensaio
experimental. Os resultados foram apresentados como: ;fnumem de graus de liberdade = Valor

do teste, valor de significancia p.

Procedeu-se ao célculo da taxa de converséo alimentar, como sendo a quantidade de
alimento fornecido aos animais, em cada més, relativamente ao seu incremento de

biomassa:

[TCA = massa de alimento fornecido (g) / incremento de massa do animal (g)].
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Resultados

1. Monitorizagdo e controlo da qualidade da 4gua

Os valores dos pardmetros de qualidade da &gua mantiveram-se em niveis
concordantes com o bem-estar das anémonas, ao longo da aclimatagdo e do ensaio.
Os parametros mais preocupantes, que atingiram valores proximos do maximo
recomendavel, foram: amonia e nitritos. Estes apresentaram valores mais elevados,
em momentos anteriores as habituais trocas parciais de agua, especialmente quando
se registou maior rejeicdo de alimento, por parte das anémonas. Posteriormente a

troca parcial de 4gua, voltavam a apresentar valores reduzidos.

Tabela | - Variagdo dos parametros de avaliagdo da qualidade da &gua
(média + erro padrdo) nos sistemas de suporte de vida das anémonas Actinia fragacea e
Actinia equina, no decorrer do periodo de aclimatacdo e de ensaio experimental:
temperatura, salinidade, pH, oxigénio dissolvido, amonia, nitritos e nitratos.

Parametro ambiental | Valores (X % se)

Temperatura 20,03+ 1,66 °C
Salinidade 31,34+ 0,61

pH 8,23+0,14
Oxigénio dissolvido 77,34 +5,66 %
Amobnia 0,65+0,09 mg L™
Nitritos 0,98+0,77mg L™
Nitratos 3,76 +4,07mg L™

2. Sobrevivéncia das anémonas Actinia fragacea e Actinia equina

Ao longo do periodo de aclimatacdo e de decorrer do ensaio experimental, ndo se
verificou qualquer mortalidade. Todas as anémonas sobreviveram aos procedimentos
experimentais, independentemente da espécie, ou de terem sido sujeitas a corte

longitudinal, ou n&o.

21



Mestrado em Aquacultura

Reproducdo assexuada de anémonas para fins ornamentais

3. Dimensdes corporais das anémonas Actinia fragacea e Actinia equina

Apesar do esforgco para se selecionar os animais de dimensdes semelhantes, as
anémonas A fragacea foram significativamente maiores que A. equina (teste de Mann-
Whitney: Uy;g = 5293,00, p < 0,001). No inicio do ensaio experimental, as anémonas
A. equina apresentavam 1,98 + 0,14 g (i + se) de biomassa individual. Por sua vez, as

anémonas A. fragacea pesavam 9,81 + 0,79 g (x + se).

Passado 1 més de ensaio experimental, continuou a verificar-se uma diferenca
significativa entre a biomassa das duas espécies de anémonas (ANOVA de
2 factores: Fy176 = 164,22, p < 0,001), bem como entre 0s animais seccionados e 0s
utilizados nos grupos de controlo (ANOVA de 2 factores: F1176 = 14,27, p < 0,001),
sem que houvesse interaccdo entre ambos os factores (ANOVA de 2 factores:
Fi176 = 2,25, p > 0,05) (Fig. 6a). As anémonas A. fragacea foram maiores que
A. equina, quer no grupo de controlo (x + se = 6,99 + 0,76 ¢; 1Cos9 [6,14 g, 7,85 ]
versus X + se = 1,64 £ 0,17 g; I1Cgs0 [0,79 g, 2,50 g]), quer no grupo experimental em
que os animais foram seccionados (x + se = 5,02 + 0,35 g; 1Cgs0 [4,43 @, 5,63 g];
versus x + se = 0,79 + 0,06 g; ICgs0 [0,19 g, 1,40 g]), sendo que, 0s animais
seccionados representavam cerca de metade da biomassa dos seus pares que

permaneceram intactos, em ambas as espécies.

N&o houve qualquer efeito significativo do tempo do ensaio na evolugédo da biomassa
das anémonas inteiras e nas que foram sujeitas a corte (ANOVA de medidas
repetidas: Fii176 = 1,72; p > 0,05). Também ndo houve qualquer interaccéo
significativa entre o decorrer do ensaio, a espécie de anémona e o tratamento a que
foram sujeitas (ANOVA de medidas repetidas: F1176 = 0,13; p > 0,05). No entanto,
houve um efeito significativo do tempo do ensaio na biomassa das anémonas
(ANOVA de medidas repetidas: F1176 = 9,19; p < 0,05), assim como uma interaccao
significativa entre o tempo do ensaio e a espécie de anémonas (Fi176 = 29,76;
p < 0,05), o que significa que a variacdo de biomassa de cada especie foi distinta.
Esta interacgdo implicou que os seus efeitos tiveram de ser interpretados com cautela
entre 0s grupos, a cada nivel, de cada factor. No final do ensaio experimental
(Fig. 6b), as anémonas A. fragacea foram maiores que A. equina, quer no grupo de

controlo (x + se =5,38 £ 0,53 g; 1Cos [4,75 g, 6,02 g] versus x +se = 1,10 + 0,20 g;
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Figura 6 — Biomassa (a-c), diametro (d-f) e altura (g-i) das anémonas Actinia fragacea e
Actinia equina, intactas e seccionadas, 1 més ap0s a inflicdo do corte longitudinal (a,f,g) € no
final (b,e,h) do ensaio experimental, assim com 0s respectivos incrementos (c,f,i). A caixa de
box plot representa o intervalo interquartil (do limite inferior da caixa - 1°quartil, ao limite
superior da caixa - 3° quartil), que contém 50% dos registros; as linhas que se estendem
desde os limites superior e inferior da caixa, até aos valores mais altos e mais baixos,
representam os valores inferiores a 1,5 vezes o intervalo interquartil; a linha preta, no interior
da caixa, indica a mediana. Os circulos sdo outliers - casos com valores de 1,5 a 3 vezes
maiores que o intervalo interquartil. Os extremos sdo casos com valores superiores a 3 vezes
o intervalo interquartil.
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ICos0 [0,47 g, 1,74 g]), quer no grupo experimental, em que os animais foram
seccionados (¥ + se = 394 + 0,28 g; 1Cos0 [3,49 ¢, 4,39 g] versus
X +se =056 £ 0,06 g; 1Cgs0 [0,12 g, 1,00 g]). As anémonas seccionadas foram
significativamente menores que as do grupo de controlo, em ambas as espécies.
Assim, houve uma diminuicdo da biomassa dos individuos (Fig. 6c), tendo-se
verificado uma diferencga estatisticamente significativa entre as duas espécies de
anémonas (ANOVA de 2 factores: Fii76 = 9,12, p < 0,01), mas ndo entre 0s
tratamentos que Ihes foram aplicados (ANOVA de 2 factores: F1 176= 1,72, p > 0,05),
nem interaccdo entre ambos os factores (ANOVA de 2 factores: Fpi76 = 0,13,
p > 0,05). As anémonas A. fragacea intactas perderam 1,61 + 0,49 g (x + se;
ICos00 [-2,33 g, -0,89 g]), enquanto as seccionadas perderam 1,08 + 0,35 ¢
(x £ se; 1Cos9 [-1,60 g, -0,57 g]). As anémonas A. equina intactas diminuiram
0,54 + 0,20 g (x * se; 1Cos0 [-1,26 g, 0,19 g]) e as seccionadas 0,24 + 0,07 g
(x = se; 1Cys0 [-0,75 g, 0,28 g]). Face a isto, as anémonas A. fragacea perderam mais
biomassa que as anémonas A. equina, tanto as anémonas que permaneceram
incolumes, como as que foram seccionadas longitudinalmente em metades. No
entanto, a quantidade de biomassa perdida foi semelhante entre 0s espécimes

incélumes e os seccionados, em ambas as espécies.

Relativamente ao didametro do corpo das anémonas, verificou-se uma diferenca
significativa entre as duas espécies (ANOVA de 2 factores: Fpi176 = 211,18,
p < 0,001), decorrido 1 més de ensaio experimental, bem como entre os animais
seccionados e os utilizados nos grupos de controlo (ANOVA de 2 factores:
Fi176 = 40,68, p < 0,001), sem que houvesse interaccdo entre ambos os factores
(ANOVA de 2 factores: F1176 = 0,20, p > 0,05) (Fig. 6d). As anémonas A. fragacea
foram maiores que A. equina, quer no grupo de controlo (x + se = 3,24 + 0,16 cm;
ICos06 [3,02 g, 3,46 cm] versus x + se = 1,81 + 0,08 g; 1Cgse, [1,60 cm, 2,03 cm]),
quer no grupo experimental em que o0s animais foram seccionados
(x £ se =259 + 0,09 cm; ICgsy [2,44 cm, 2,74 cm] versus x + se = 1,24 + 0,04 cm;
ICos0 [1,10 cm, 1,40 cm]). Em ambas as espécies, as anemonas seccionadas foram

significativamente menores que as que permaneceram intactas, (Fig. 6d).

24



Mestrado em Aquacultura

Reproducdo assexuada de anémonas para fins ornamentais

Né&o se verificaram efeitos significativos do tempo de ensaio no tratamento a que as
varias anémonas foram sujeitas, relativamente a evolucdo do didmetro das mesmas
(ANOVA de medidas repetidas: Fi1176 = 0,43; p < 0,001), ou ainda qualquer efeito
significativo do tempo entre as duas espécies de anémonas (ANOVA de medidas
repetidas: Fi176 = 2,83; p > 0,05). Também ndo se verificou qualquer interac¢do
significativa entre o tempo, tratamento e espécie de anémona (ANOVA de medidas
repetidas: F1176 = 0,02; p > 0,05). No entanto, o didmetro de todas as anémonas foi
distinto do inicio para o final do ensaio experimental (ANOVA de medidas repetidas:
F1176 = 15,89; p > 0,001). Quando este terminou (Fig. 6€), as anémonas A. fragacea
foram maiores que A. equina, quer no grupo de controlo (x + se = 2,91 + 0,13 cm;
ICgs0 [2,72 cm, 3,10 cm] versus x + se = 1,67 + 0,08 cm; 1Cgs0, [1,48 cm, 1,86 cm]),
quer no grupo experimental em que o0s animais foram seccionados
(x +se =2,34 £ 0,08 cm; I1Cgsy [3,32 cm, 3,47 cm] versus x + se = 1,16 + 0,06 cm;
ICgs00 [1,02 cm, 1,29 cm]). As anémonas seccionadas foram significativamente
menores que as do grupo de controlo, em ambas as espécies (Fig. 6e). De acordo, ndo
houve diferencas estatisticamente significativas entre as duas espécies de anémonas
(ANOVA de 2 factores: F1176 = 2,83, p > 0,05), tratamentos (ANOVA de 2 factores:
Fi176 = 0,43, p > 0,05), nem interaccdo entre ambos os factores (ANOVA de
2 factores: F1176 = 0,02, p > 0,05), relativamente ao seu crescimento, em termos do
didmetro do disco basal (Fig. 6f). As anémonas A. fragacea intactas perderam
0,33 + 0,15 cm (x + se; ICgs9 [-0,56 cm, -0,10 cm]), enquanto as seccionadas
perderam 0,25 + 0,10 cm (x + se; ICgse [-0,41 cm, -0,08 cm]). As anémonas
A. equina intactas diminuiram 0,14 + 0,11 cm (x * se; 1Cgs¢ [-0,38 cm, 0,09 cm]) e

as seccionadas 0,09 + 0,05 cm (x + se; 1Cgse, [-0,26 cm, 0,07 cm]).

Um més apds o inicio do ensaio experimental, ndo se verificaram diferencas
significativas entre altura do corpo dos animais seccionados e dos utilizados nos
grupos de controlo (ANOVA de 2 factores: Fi176 = 1,04, p > 0,05). No entanto,
houve diferencas estatisticamente significativas entre as duas espécies de anémonas
(ANOVA de 2 factores: Fi176 = 115,39, p < 0,001), assim com uma interac¢ao
significativa entre ambos os factores (ANOVA de 2 factores: F;176 = 9,50, p < 0,01)
(Fig. 6g). As anémonas A. fragacea foram mais altas que A. equina, quer no grupo de

controlo (x + se = 1,79 + 0,07 cm; ICgss [1,65 g, 1,93 cm] versus
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x £se=132+0,07 g; 1Cos0 [1,18 cm, 1,46 cm]), quer no grupo experimental em
que os animais foram seccionados (x + se = 192 + 0,06 cm;

ICos0 [1,82 cm, 2,02 cm] versus x + se = 1,07 + 0,04 cm; ICgs, [0,97 cm, 1,17 cm]).

Inexistiram efeitos significativos do tempo de ensaio na evolugdo da altura das varias
anémonas e o tratamento a que as mesmas foram sujeitas, (F1.176 = 1,55; p > 0,05), ou
ainda qualquer interaccdo significativa entre o tempo, tratamento e espécie de
anémona (Fy1176 = 1,61; p > 0,05). No entanto, houve um efeito significativo do
tempo do ensaio na altura das anémonas (F1 176 = 7,72; p <0,05), assim como uma
interac¢do significativa entre o tempo e a espéecie de anémonas (Fii76 = 6,15;
p < 0,05), o que significou que a variacdo da altura de cada espécie foi distinta. Esta
interacdo obrigou a uma interpretacdo cuidada dos seus efeitos entre os grupos, a
cada nivel, de cada factor. Consequentemente, analisou-se o crescimento das
anémonas, com base na sua altura do corpo. Este apresentou diferengas
estatisticamente significativas entre as duas espécies de anémonas (ANOVA de
2 factores: F1176 = 6,15, p < 0,05), mas néo entre os dois tratamentos (ANOVA de
2 factores: F 176 = 1,55, p > 0,05), nem interaccéo entre ambos os factores (ANOVA
de 2 factores: F1176= 1,61, p > 0,05). As anémonas A. fragacea intactas aumentaram
0,09 £ 0,08 cm (x % se; 1Cgs0 [-0,09 cm, 0,27 cm]), enquanto as seccionadas
perderam 0,11 + 0,08 cm (x % se; ICgsy [-0,24 cm, -0,02 cm]). As anémonas
A. equina intactas diminuiram 0,21 + 0,09 cm (X * se; 1Cgse [-0,38 cm, 0,09 cm]) e

as seccionadas 0,21 + 0,04 cm (x = se; 1Cgs9 [-0,26 cm, 0,07 cm]).

4. Recuperacéao das anémonas Actinia fragacea e Actinia equina

No que toca ao tempo que decorreu, desde 0 momento em que se infligiu o corte
longitudinal as anémonas, até a0 momento em que as extremidades resultantes do
mesmo se uniram (Fig. 7a.), existiram diferencas estatisticamente significativas entre
as duas espécies (teste de Mann-Whitney: Ui1g = 4385,00, p < 0,001). As anémonas
A.equina conseguiram quase todas restabelecer a sua cavidade gastrovascular em
41,75 + 2,45 dias (x + se). Foram mais rapidas, a enrolar e a fechar a zona de corte,

que as anemonas A. fragacea (x + se = 54,5 + 2,23 dias).
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Relativamente aos individuos que conseguiram regeneram totalmente (Fig. 7b), com
0 desaparecimento da cicatriz do corte longitudinal, existiram diferencas
estatisticamente significativas entre espécies (teste de qui-quadrado de Pearson:
741 = 5,79, p < 0,05). As anémonas A. equina conseguiram quase todas regenerar
(90,00 %), ao passo que apenas (71,70%) das anémonas A. fragacea conseguiram

eliminar a sua cicatriz de corte, durante o periodo de ensaio experimental.

Em relacdo ao tempo que os espécimes demoraram a regenerar totalmente (Fig. 7c¢),
existiram diferencas estatisticamente significativas entre espécies (teste de
Mann-Whitney: Ugs = 2580,00, p < 0,001). As anémonas A. equina conseguiram
quase todas regenerar em 98,89 + 1,01 dias (x + se), tendo sido mais rapidas que as
anémonas A. fragacea (x + se = 105,00 + 0,00 dias). O primeiro individuo A. equina
a conseguir regenerar inteiramente foi observado ao 75° dia, ao passo que o primeiro

individuo A. fragacea sem cicatriz foi detectado ao 90° dia.

5. Taxa de conversdo (TCA) das anémonas Actinia fragacea e Actinia equina

No que respeita a taxa de conversdo alimentar (Fig. 8), ndo houve diferencas
estatisticamente significativas entre as duas espécies de anémonas (ANOVA de
2 factores: Fi16 = 0,00, p > 0,05), nem entre os dois tratamentos (ANOVA de
2 factores: Fi16 0,00, p > 0,05), nem sequer interac¢do entre ambos os factores
(ANOVA de 2 factores: F116 = 1,76, p > 0,05). As anémonas A. fragacea intactas
foram as Unicas que demonstraram taxas de conversao alimentar positivas, apesar de
os individuos apresentarem disparidade de valores (x + se = 7,27 + 7,88;
ICos00 [-1,29, 38,76]. As anémonas A. fragacea seccionadas tiveram taxas de
conversdo de -0,10 + 0,20 (x * se; 1Cgys0 [-0,66, 0,52]), a0 passo que nas anémonas
A. equina intactas foi de -0,15 + 0,17 (x =+ se; I1Cgsy [-0,78, 0,24]) e nas seccionadas

0,21 + 0,06 cm (% = se; ICgs0 [-0,37, -0,07]).
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Figura 7 — Caracterizacdo da regeneragdo das anémonas Actinia fragacea e Actinia equina,
sujeitas a corte longitudinal, ao longo do ensaio experimental: a. tempo que demoraram a
unir as extremidades do corte, protegendo a sua cavidade gastrovascular; b. frequéncia
relativa de individuos que regeneraram totalmente; c. tempo que os individuos demoraram a
regenerar inteiramente, com desaparecimento da cicatriz de corte.
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TCA

A. fragacea A. equina

[0 Grupo de controlo Anémonas seccionadas

Figura 8 — Taxa de conversdao alimentar (TCA; X + se), por més, das anémonas
Actinia fragacea e Actinia equina, seccionadas e intactas, durante o ensaio experimental.
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Discussao

Todas as anémonas sobreviveram ao periodo de aclimatagdo e ao ensaio
experimental, mesmo aquelas que sofreram um corte longitudinal do seu corpo em
metades. Este resultado superou a taxa de sobrevivéncia de anémonas
Entacmaea quadricolor (Leuckart em Rippell & Leuckart, 1828) — uma espécie
comumente comercializada, quando sujeitas a procedimentos semelhantes (Scott et
al., 2014). Isto foi indicativo de que as anémonas A. fragacea e A. equina sdo
passiveis de adaptacdo a condicbes em cativeiro, seja para fins de investigacédo
cientifica, ou mesmo para aquariofilia ornamental. Mais ainda, demonstrou-se ser
possivel replicar o nimero de organismos, em condi¢Bes controladas, através de
reproducdo assexuada, induzida por fragmentacdo dos individuos e regeneracdo dos
mesmos. As anémonas A. equina conseguiram quase todas restabelecer a sua
cavidade gastrovascular em cerca 42 dias, ao passo que as anémonas A. fragacea
necessitaram de 55 dias. Os resultados destas dltimas foram semelhantes aos de
E. quadricolor (Scott et al., 2014). Da mesma forma, 90 % das anémonas A. equina
conseguiram regenerar totalmente, em aproximadamente 99 dias. No entanto,
somente 72 % das anémonas A. fragacea conseguiram eliminar a sua cicatriz de
corte, durante o periodo de ensaio experimental, demorando cerca de 105 dias. Estes
valores poderdo ser relativamente longos, para uma viabilidade econémica do cultivo
destes organismos, com vista a sua comercializacdo. Todavia, existem muitas
varidveis relacionadas com o0s procedimentos, que necessitardo de futura

investigacdo cientifica, com vista & otimizacdo do processo.

Independentemente de as anémonas A. fragacea terem sido inicialmente maiores que
as anémonas A. equina (em biomassa, didmetro e altura), ambas as espécies
evidenciaram comportamentos semelhantes ao longo do ensaio experimental. Ao
serem seccionadas longitudinalmente em metades, as anémonas tornaram-se
significativamente menores que as do grupo de controlo, quer em termos de
biomassa, quer em diametro. No entanto, a altura das mesmas permaneceu inalterada,
pelo facto de este parametro ndo ter sido afetado pelo tipo de corte executado

(longitudinalmente, no sentido oral-aboral).
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No final do ensaio experimental, todas as anémonas tinham diminuido de tamanho,
em termos de biomassa, diametro e altura do corpo. A reducdo das dimensdes
corporais ocorreu tanto nas que permaneceram intactas, como nas que foram
longitudinalmente seccionadas ao meio, de modo semelhante. As Unicas exce¢des
constaram nos factos de: os individuos A. fragacea terem perdido mais biomassa que
as anémonas A. equina, sem distin¢do entre organismos inteiros ou seccionados; e de
as anémonas A fragacea, que permaneceram incolumes, terem sido as Unicas que
apresentaram um pequeno aumento da altura do corpo, ainda que com grande
discrepancia entre os varios individuos. As grandes variacGes de resultados, entre
individuos do mesmo grupo experimental, puderam ter resultado da dificuldade em
obter medicdes precisas e exatas em cnidarios, sem recorrer a métodos destrutivos.
As anémonas sdo invertebrados de corpo mole, capazes de armazenar quantidades
significativas de agua nos seus tecidos e na sua cavidade gastrovascular, para além
da capacidade de alterarem a sua forma corporal. Como uma possivel defesa contra o
risco de dessecacdo, a coluna de alguns individuos pode contrair-se, quando expostos
ao ar e a radiacdo solar (Del Matto, 2016), podendo levar a uma pequena perda de
biomassa aparente. O diametro do disco basal é apontado como a medida mais
fidedigna (Leal et al., 2012; Scott et al., 2014), embora a biomassa e a altura do

corpo tenham seguido a mesma tendéncia, no presente trabalho.

Inicialmente, poder-se-ia especular que as anémonas seccionadas teriam diminuido
de tamanho, em consequéncia de um desvio das suas reservas e prioridades
energeéticas para a sua regeneracdo- Ou ainda, sobre 0 modo de aplicacdo do corte
longitudinal (e.g.: sem anestesia, ou com pressdo exagerada por parte do
operador...). Um maneio menos cuidado poderia causar maior dano as estruturas
internas (tais como: células da cavidade gastrointestinal, mesentérios, musculos e
septos...) e, consequentemente, retardado a regeneragao dos individuos e prejudicado
0 seu crescimento. No entanto, a diminuicdo de tamanho verificou-se de igual modo
nos individuos deixados incolumes. Assim sendo, ndo se poderd descurar a
possibilidade das condicdes ambientais do sistema de suporte de vida
(hidrodinamismo, qualidade da &gua, fotoperiodo), e da alimentacéo fornecida (tipo
de alimento, quantidade e frequéncia), poderem ter sido diferentes do que seria ideal.
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As anémonas sdo geralmente omnivoros oportunistas e generalistas (Shick 1991;
Van-Praét 1985; Davenport et al., 2011), embora algumas espécies exibam modo de
alimentacdo por predacdo ou filtracdo (Perrin et al., 1999). Muitos destes animais
tém tentaculos curtos (como nos casos de A. fragacea e A. equina) e sdo incapazes de
procurar ativamente uma presa. S80 organismos sesseis que conseguem deslocar-se,
muito lentamente (Chomsky et al., 2004 a,b). Ainda assim, algumas espécies sdo
capazes de soltar-se e nadar curtas distancias, gragas a contracao do corpo (Briffa et
al., 2011; Davenport et al., 2011). As anémonas baseiam a sua sobrevivéncia nas
capacidades dos seus tentaculos e das suas toxinas. Alimentam-se de organismos ou
detritos organicos, que toquem nos seus tentaculos ou caiam nos discos orais. Estes
chegam até elas, através de varios mecanismos hidrodindmicos (como mareés,
correntes, ondas...) Numa situacdo de baixo hidrodinamismo, as anémonas
dependem da deposicdo gravitacional de particulas flutuantes e do contacto com
presas moveis. O aumento do fluxo da dgua € um estimulo eficaz, pois aumenta a
probabilidade de contacto com alimentos viaveis. Em resposta, as anémonas expdem
0s recetores nos seus tentaculos para as presas disponiveis. Desta forma, as correntes
de recirculacdo de agua no sistema de suporte de vida, em que se mantiveram as
anémonas A. fragacea e A. equina, poderdo ter sido insuficientes para que aquelas se
alimentassem corretamente. Foi frequentemente necessario estimular as anémonas,
com uma pipeta de Pasteur, para que estas aceitassem o alimento. No entanto, o
estimulo poderd ter sido insuficiente para que completassem a digestdo e/ou

efetuassem uma absorcéo eficiente de nutrientes.

Por outro lado, um hidrodinamismo excessivo é capaz de causar stress fisiologico,
podendo mesmo soltar os organismos do seu substrato. A circulacdo de agua
excessiva poderd danificar os tentaculos das anémonas e/ou activar 0S seus
cniddcitos (células especializadas no ataque a predadores e na captura de presas),
através do contacto entre tentaculos de anémonas vizinhas, destes com as paredes dos
aquarios do sistema de suporte de vida e/ou mesmo objetos em suspensdo na agua.
Os cniddcitos possuem uma capsula urticante (nematocisto), na qual se encontra um
filamento que é disparado contra o organismo-alvo, injetando um liquido com
toxinas. Depois de ativos, os cniddcitos expulsam o nematocisto, tendo de o

regenerar inteiramente de novo. Por este motivo, as células dos tentaculos
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apresentam uma elevada concentracdo de mitocondrias, relacionada com uma alta
requisicdo de energia, para sintese de novos nematocistos, bem como para o
crescimento continuo e movimentos celulares caracteristicos dos tentaculos (Shick,
1991; Hickman et al., 2014, Castro & Huber, 2016). Se as condi¢fes de cultivo
intensificarem o uso de cnidécitos e danos causados aos tentaculos, a energia
destinada ao crescimento somatico destes organismos podera ser divergida para a

regeneracdo dos mesmos.

As anémonas recorrem a producdo de muco para: 1) evitar perdas de agua, quando
expostas ao ar e a radiacdo solar no andar mediolitoral; 2) reduzir o atrito com outros
objectos arremessados pelas correntes de &gua, evitando lesbes do corpo; 3) dificultar
0 serem arrancadas ou mordidas por predadores e 4) em resposta a condigdes
adversas da qualidade da agua (Amado, 2006). Este confere-lhes uma espécie de
protecdo (Scremin, 2012). Curiosamente, as anémonas A. fragacea ndo produzem
muco quando expostas ao ar, mas apenas quando sujeitas a radiagcdo solar directa
(Vidolin, 2007). A ocasional producdo excessiva de muco, em resposta a dejetos ou
alimento rejeitado por outras anémonas, arremessados pela circulacdo de agua, ou a
deterioracdo da qualidade da &gua, e ainda ao maneio, podera ter sido igualmente

responsavel pela divergéncia da energia necesséria ao crescimento das anémonas.

Relativamente a qualidade da 4gua do sistema de cultivo das anémonas A. fragacea e
A. equina, verificou-se que a amonia e nitritos foram os parametros que apresentaram
valores mais preocupantes. O aumento da concentracdo de amonia pode causar danos
graves, pois dificulta a excrecdo da mesma pelos organismos, afetando seriamente a
sua fisiologia. Consequentemente, pode provocar a redugdo ou paralisacdo da
atividade alimentar das anémonas, a fim de reduzir a producdo de amonia
metabolica. Por isso, pode contribuir para a reducdo do crescimento das anémonas,
além de bloquear o processo de fosforilacdo oxidativa ao nivel celular, causando
incapacidade de converter a energia alimentar em ATP (Gazzola, 2003). No que
respeita a nitritos, a sua toxicidade em peixes € razoavelmente conhecida. Tal como,
0 comprometimento do transporte de oxigenio no sangue (uma vez que 0S nitritos
oxidam a hemoglobina em metahemoglobina), mas também a disrupcao de multiplas
outras  fungdes fisiologicas, incluindo processos i0nicos, respiratorios,

cardiovasculares, endocrinos e excretores (Kroupova et al., 2005). Apesar disso, 0
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namero de invertebrados investigados quanto a toxicidade de nitritos é bastante
reduzido (Alonso & Camargo, 2006). Remonta apenas a espéecies para as quais existe
uma industria de Aquacultura significativa, maioritariamente camardes (Mallassen &
Valenti, 2006). Nestes animais, 0s nitritos causam atrasos no desenvolvimento larvar,
da taxa de crescimento e aumento da mortalidade, ou ainda em organismos com
potencial de producdo aquicola, como ouricos-do-mar (Siikavuopio et al., 2004).
Apesar de ndo evidenciarem aumentos de mortalidade ou de consumo de alimento,
estes invertebrados apresentam uma reducdo do desenvolvimento gonadal, em
sequéncia de uma taxa de conversdo alimentar menos eficaz. Face ao exposto, ndo se
podera excluir que, as situacbes em que ocorreu 0 aumento das concentracdes de
amonia e nitrito no sistema de cultivo das anémonas A. fragacea e A. equina, ainda
que esporadicas, tenham contribuido para retardar a sua regeneracdo e impedido o
seu crescimento. Inclusivamente, as varias situacdes em que houve rejeicdo do
alimento fornecido, poderdo ter contribuido para o aumento da concentracdo
daqueles elementos, e vice-versa, bem como algum problema relacionado com o0s
filtros bioldgicos (Martinez et al., 2006). No que respeita a temperatura, o
crescimento de anémonas A. equina ocorre entre os 15 - 20 °C, em Israel (Chomsky
et al., 2004b). Em laboratorio, determinou-se que a temperatura ideal seria entre
18,7 - 19,9 °C) (Chomsky et al., 2004b, 2009). Embora as anémonas consigam
aclimatar-se, conforme a temperatura do ambiente em redor, a quantidade de comida
ingerida por anémonas é maxima a ~ 20 °C (Shick, 1991). Acima ou abaixo deste
intervalo, a taxa de crescimento diminui; podendo mesmo ocorrer perda de biomassa
a temperaturas extremas, com reducdo das dimensdes corporais (Chomsky et al.,
2004b). Tal, dever-se-a a incapacidade destes organismos conseguirem equilibrar os
seus requisitos metabdlicos, com a ingestdo de alimento (“input” energético). Tanto a
taxa de crescimento individual, como a quantidade de alimento ingerida diminuem, a

temperaturas fora daquele intervalo (Ivleva, 1964; Chomsky et al., 2004a).

Estudos mais recentes apontam que a dieta destes organismos depende da sua
localizagdo. Mexilhdes juvenis, de concha partida, predominam no conteudo da
cavidade gastrovascular de A. equina, em costas de elevado hidrodinamismo. Em
zonas costeiras protegidas, mais proximas do andar supralitoral, a dieta das

anémonas € dominada por insectos. Mas, em geral, moluscos, crustaceos e insetos
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sdo encontrados inteiros, se forem de pequenas dimensdes. Todavia, bivalves com
conchas incolumes sdo excretados ainda vivos, pois a concha protege-os das enzimas
hidroliticas das anémonas (Davenport et al., 2011). Presas de maiores dimensdes sdo
encontradas em formas fragmentadas, sendo que o tamanho corporal da anémona é
um fator limitante a selecdo do tamanho da presa a ingerir (Davenport et al., 2011).
De forma geral, os estudos de dietas alimentares de anémonas Actinia apontam que
estes organismos se alimentem de macroinvertebrados como: nematodes,
briozoarios, moluscos (bivalves, gastropodes e quitones), crustaceos (isopodes e
anfipodes) e insectos (Kruger & Griffiths, 1995; Davenport et al., 2011). Fragmentos
de macroalgas também sdo comuns no contetdo da sua cavidade gastrovascular de
A. equina, ndo sendo ainda conhecido que estas anémonas tenham mecanismos
enzimaticos para os digerir (Shick, 1991; Chomsky et al., 2004a). No entanto, ndo se
encontram referéncias quanto ao tipo de organismos planctonicos dos quais as
anémonas se alimentam. Provavelmente, em virtude de serem organismos muito
pequenos, que sejam facilmente hidrolisados pelas enzimas digestivas das anémonas
e, virtualmente, inidentificaveis. Ainda assim, Chomsky et al. (2004a) usaram
artémia para alimentar A. equina ad libitum. Estes autores registaram um crescimento
positivo, em termos de biomassa e didmetro do disco basal, no regime alimentar de
maior frequéncia de alimentacdo que experimentaram (2 vezes por semana). Estes
autores provaram que frequéncia é relevante para o crescimento destas anémonas. No
presente estudo, as anémonas foram alimentadas com camardo descongelado, sem
exosqueleto, representando 4,5% gda massa corporal de cada individuo, 3 vezes por
semana. No entanto, durante o periodo de aclimatacdo foi frequente as anémonas
rejeitarem o alimento. Posteriormente, reduziu-se a frequéncia de alimentacdo para
2 vezes por semana, que resultou na diminuigdo da ocorréncia de rejeicdo. Esta
quantidade de alimento podera ter sido insuficiente para o bem-estar das anémonas
Contudo, a frequéncia de alimentacdo podera nao ter sido o Unico motivo para a
recusa de alimento. Outra hipétese passivel de ser formulada para uma diminuigdo do
tamanho das anémonas, relacionada com a alimentagéo, prende-se com a textura do
camardo. Neste caso, os musculos da parte abdominal do camardo, fornecido aos
individuos, poderiam ser demasiados fibrosos, para uma digestdo eficaz. Se a
digestdo do camardo for demorada, 0s produtos de egestdo e o alimento ainda por

digerir acabam por misturar-se na cavidade gastrovascular. As anémonas serdo
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obrigadas a expelir o seu conteudo, para evitar a toxicidade de metabolitos, sem obter
0S nutrientes necessarios, visto terem um sistema digestivo incompleto. Para além do
mais, estes organismos poderdo ter necessidades nutricionais relacionadas com
variedade de presas ingeridas, pelo que a dieta fornecida tera ter sido deficiente, em
termos nutricionais, para que ocorresse crescimento. Curiosamente, a fissdo
longitudinal ¢ um mecanismo para reduzir a massa corporal individual e,
consequentemente, o requerimento de energia, quando a disponibilidade de alimento
decresce. Mas tal ocorre apenas, quando € assegurado que as duas anémonas
resultantes ndo reduzem para um tamanho incapaz de capturar pequenas presas. O
pequeno tamanho destes animais pode representar um crescimento adaptativo,
destinado a optimizar o tamanho corporal para maximizar a captura das presas e a
eficiente obtencéo de nutrientes. Assim sendo, 0s excedentes de energia poderdo ser
direccionados para a producdo gonadal, propéagulos assexuais, ou ambos (Shick,
1991). Porém, este fendmeno ndo ocorreu no presente estudo, como possivel resposta
a alimentacdo inadequada, nem mesmo entre os individuos incélumes (usados como

controlo).

Diferencas genéticas e ecoldgicas, entre as duas espécies de anémonas, talvez
estejam na origem das diferencas entre o crescimento e a regeneracao de A. fragacea
e A. equina. O tamanho avantajado de A. fragacea em relacdo a A. equina pode
resultar de um maior investimento das reservas energéticas no crescimento somatico.
Pois desconhece-se que a anémona A. fragacea faca protecdo parental de juvenis, na
sua cavidade gastrovascular, contrariamente a sua congénere A. equina (Perrin et al.,
1999; Fish & Fish, 2011). Anémonas A. equina com didmetro do
disco basal > 1,5 cm sdo consideradas como adultos, com base na observacdo da
libertacdo de juvenis, a partir do seu interior. Todavia, desconhece-se 0 tempo que
demoram a atingir essas dimensdes (Dalyell, 1848 e M’Bain, 1878 em Chomsky et
al., 2004b), apesar de se ter estimado a longevidade ecoldgica de A. equina em
aproximadamente 3 anos (Briffa et al., 2011). A contracdo do corpo da anémona
diminui a area de superficie em relagdo ao volume do animal. Esta reagdo conduz a
uma reducdo da pressdo parcial de oxigénio nos tecidos animais, relativamente a
agua do ambiente marinho em redor, especialmente em anémonas maiores (Shick,

1991). A regeneracdo mais demorada das anémonas A. fragacea, relativamente a
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A. equina, podera ter estado também relacionada com este mecanismo. Como
anémonas de maiores dimens@es, a diminuicdo da pressdo parcial de oxigénio nos
tecidos de A. fragacea terd sido maior, prejudicando o funcionamento fisioldgico

destes animais, inclusivamente a sua recuperagao e regeneracao.

A taxa de conversdo alimentar € uma forma de medir a eficiéncia de converséo do
consumo de alimento, em peso vivo de um organismo. Pequenas alteragdes, na taxa
de conversdo, exercerdo um impacto substancial nas margens financeiras de uma
producdo aquicola. Resolver ou evitar problemas de taxa de conversdo alimentar
exige bons planeamento e maneio. No presente trabalho, face a perda de biomassa
das anémonas, sujeitas ao ensaio experimental, a taxa de conversdo alimentar foi
negativa (com excepcdo de anemonas A. fragacea que permaneceram intocadas).
Este resultado reforcou a necessidade de, futuramente, se investigar a melhor forma
de nutrir e estimular o crescimento de anémonas, com vista a sua producdo para fins

comerciais.
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Conclusao

As anémonas-do-mar A. fragacea e A. equina reinem caracteristicas relevantes para
que possam ser exploradas como espécies ornamentais, ou mesmo como organismos
para fins de investigacdo cientifica. A metodologia, de dividir os individuos
longitudinalmente ao meio, emprega procedimentos de baixa exigéncia tecnologica
e, consequentemente, implica baixos custos econémicos. O processo em si, permite
igualmente obter individuos genotipicamente semelhantes, ao longo de todo o ano.
Apesar dos danos infligidos as anémonas, estas ndo sofrem dor, devido a inexisténcia
de um sistema nervoso desenvolvido. Possuem apenas aglomerados de neurdnios
sensoriais, como estruturas essenciais de uma rede difusa, sem uma unidade central
de processamento de informagdo (Hickman et al., 2014; Castro & Huber, 2016). As
anémonas A. fragacea e A. equina conseguiram regenerar-se, sem que OCOrresse
qualquer mortalidade. No entanto, o facto de terem diminuido de tamanho, ao longo
do procedimento experimental, evidencia a necessidade de futuramente se investigar:
1) quais as melhores condigdes ambientais a fornecer a estes organismos, em
cativeiro; e 2) qual a melhor dieta, que lhes permita regenerar e crescer, 0 mais

rapido possivel.
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Perspectivas futuras

A partir do presente estudo, pode sugerir-se que sdo necessarios estudos histologicos
e genéticos, que possam esclarecer um pouco mais da histéria da biologia
reprodutiva destes organismos, bem como da sua dindmica populacional. S&o
necessarias certas cautelas (como estudar melhor a dindmica e estrutura
populacional, biologia reprodutiva e outros fatores inerentes ao desenvolvimento das

técnicas de cultivo), antes de se passar a produzir efetivamente as anémonas.

No que toca a viabilidade economica, seria igualmente imperativo conseguir
determinar: qual o tipo de condicdes ambientais e o tipo de alimento, que
proporcionassem uma regeneracao e crescimento rapidos destas espécies. Estudos
futuros poderiam testar a existéncia de conflitos, entre o investimento de energia na

defesa contra a dessecacéo e outras funcdes vitais das anémonas (Del Matto, 2016).

Mais estudos sobre as neurotoxinas das anémonas como ferramentas para o estudo
de: 1) fisiologia de canais de potéssio; 2) purificacdo e caracterizacdo da fraccao
neurotoxica das mesmas; 3) funcdes analgésicas, anti-inflamatdrias, antibacterianas,
antifingicas, antioxidantes; 4) ensaios toxicoldgicos; 5) regeneracdo celular, podem
ser Uteis para aumentar a vasta gama de aplica¢des Uteis que anémonas-do-mar tém a

oferecer, ajudando na desmitificacdo de que s6 sdo Uteis para decoracao de aquarios.
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1. Anémonas-do-mar: breve descri¢ado

Todos os animais deste filo apresentam simetria radial do corpo. Todavia, 0s
antozoarios nunca originam a forma corporal “medusa”, ao longo do seu ciclo de
vida. Caracterizam-se por serem organismos sésseis. Durante a reproducdo sexuada,
desenvolve-se uma “larva planula”, Esta larva mével tem por objetivo procurar um
substrato, num habitat adequado, que Ihe permita fixar-se. Posteriormente, a larva
desenvolve-se numa forma corporal tubular, designada de “pdlipo”. As anémonas
sdo polipos e apresentam a extremidade inferior do corpo fechada, fixa a um
substrato — “disco basal” ou “pé”. No centro da extremidade oposta do corpo
encontra-se a “boca”, em redor da qual se projecta um niimero variavel de
“tentaculos”. Dependendo da espécie, as anémonas podem ser algumas unidades até
varias centenas de tentaculos. Estes dispdem-se em um ou em Varios circulos
conceéntricos, a volta da boca do animal (Bocharova & Kozevich, 2011). Na maioria
das anémonas, os tentaculos podem retrair-se para o interior do corpo. Estas
estruturas servem tanto para cacar presas, recolher e direccionar o alimento para a
boca, como para defesa contra predadores ou outros organismos inoportunos. As
anémonas Sao comuns nas zonas costeiras, apresentando formas variadas e muito

coloridas. (Rodrigues et al., 2008).

As anémonas sdo pdlipos desprovidos de esqueleto calcario, mas ainda assim sédo
animais de grandes dimensdes. Este facto permite-lhes a captura e digestdo de presas
maiores, como peixes e crustaceos (Castro & Huber, 2016). A parede corporal das
anémonas é composta por 3 camadas distintas: 1) epiderme, tecido de revestimento
externo, originado a partir da ectoderme e especializado na proteccdo e defesa; 2)
mesogleia, uma matriz gelatinosa com amebdcitos, que faz o preenchimento e
suporte dos tecidos; 3) gastroderme, tecido de revestimento interno, de origem

endodérmica, que rodeia a cavidade gastrovascular (Fig. 1).

Para se defender ou cacar, as anémonas usam o0s tentaculos. Estes sdo providos de
células na epiderme que sdo exclusivas deste filo — os “cnidocitos”. Estas células
possuem organelos especificos — “nematocistos” ou “capsulas urticantes”, de onde

deriva o nome do filo Cnidaria (Hickman et al., 2014).
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Figura 1 — Estrutura corporal de cnidarios: polipos e medusas (adaptado de Copyright ©
2005 Pearson Education, Inc. publishing Benjamim Cummings).

Para se defender ou cacar, as anémonas usam o0s tentaculos. Estes sdo providos de
células na epiderme que sdo exclusivas deste filo — os “cnidécitos”. Estas células
possuem organelos especificos — “nematocistos” ou “capsulas urticantes”, de onde
deriva 0 nome do filo Cnidaria (Hickman et al., 2014). Cada nematocisto contém
uma pequena vesicula preenchida com um liquido urticante (com actinotoxinas), um
filamento interno (“cnidocilio”), e uma fibra sensorial externa (“gatilho”). Quando
uma estrutura organica toca no gatilho, aciona mecanicamente uma exploséo celular,
na qual, o cnidocilio é disparado contra possiveis presas/predadores, arpoando-os e
injetando o liquido urticante, que as/os imobilizard. No caso de ser uma presa, 0S
tentaculos retraem-se conduzindo-a até a boca, passando pela faringe, até a cavidade

gastrovascular (Fig. 1).

Sulcos ciliados — “sifonoglifos™ - correm ao longo da boca e promovem a circulagéo
de &gua para a faringe (Fig. 1), de forma a auxiliar na respiracdo e manutencdo da
pressdo hidrostatica de suporte ao corpo (Finnerty, 2003). Cilios localizados em
outros pontos da faringe, retornam a agua para o exterior do corpo, removendo

residuos (Hickman et al., 2014). A cavidade gastrovascular é revestida pela
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gastroderme e dividida por septos radiais -“mesentérios” (Fig. 1). Os mesentérios
contém feixes longitudinais de fibras musculares contracteis, que permitem ao
animal comprimir o corpo inteiro. Os mesentérios primarios (completos) estendem-
se verticalmente da parede corporal a faringe. Seis pares de mesentérios primarios
dividem a cavidade gastrovascular em 6 camaras radiais (Classe Hexacorallia; Fig.1).
No topo da faringe ha& aberturas nos mesentérios primarios, que permitem a
circulacdo de agua entre as camaras radiais — “perfuragdes septais” (Fig.1; Hickman
et al, 2014). Os mesentérios secundarios e terciarios (incompletos; Fig.1)
subdividem parcialmente essas camaras, contribuindo para aumentar a area
superficial da cavidade gastrovascular. Os mesentérios também existem no disco
basal e/ou disco oral (boca). As extremidades livres de todos os mesentérios
incompletos formam filamentos sinuosos revestidos por epitélio contendo células
glandulares secretoras de enzimas digestivas — “filamentos septais” (Fig.1; Hickman
et al.,, 2014). Em algumas anémonas, as partes inferiores desses filamentos
prolongam-se em acontios (Fig.1), os quais podem ser projectados pela boca e poros
na parede corporal, para auxiliar na captura de presas, ou em situagdes de defesa.
Assim, estes auxiliam a funcdo dos tentdculos (Bocharova & Kozevich, 2011;
Hickman et al.,, 2014). Os poros, por onde passam 0s acontios, auxiliam na
eliminacdo rapida de 4gua do corpo da anémona, para reducdo do volume corporal,
em casos de ameaca ou condi¢Ges ambientais desfavoraveis (Hickman et al., 2014).
O sistema digestivo destes animais é incompleto, pelo que os residuos dos alimentos
ndo digeridos terdo de ser eliminados tambem pela faringe e pela boca (Hickman et
al., 2014; Castro & Huber, 2016).
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Fig. 2 — Esquema da anatomia de uma anémona, com incidéncia num corte longitudinal ao
nivel do centro do corpo e de um corte transversal ao nivel da actinofaringe (adaptado de
Hickman et al., 2014).









