UNIVERSIDADE FEDERAL FLUMINENSE
INSTITUTO DE GEOCIENCIAS

POS GRADUACAO EM DINAMICA DOS OCEANOS E DA TERRA

CAROLINA DIAS DA SILVA

RESPOSTAS IN VITRO DAS ANEMONAS-DO-MAR ANEMONIA SARGASSENSIS
E DIADUMENE LINEATA AO ESTRESSE TERMICO

NITEROI

2018



CAROLINA DIAS DA SILVA

RESPOSTAS IN VITRO DAS ANEMONAS-DO-MAR ANEMONIA SARGASSENSIS
E DIADUMENE LINEATA AO ESTRESSE TERMICO

Dissertacdo apresentada ao Programa
de Pés-Graduacdo em Dinamica dos
Oceanos e Terra, da Universidade
Federal Fluminense, como requisito
parcial para obtencéo do grau de Mestre

em Dinamica dos Oceanos e da Terra

Orientador: Prof. Dr. Bernardo A. P. da Gama

NITEROI

2018



CAROLINA DIAS DA SILVA

RESPOSTAS IN VITRO DAS ANEMONAS-DO-MAR ANEMONIA SARGASSENSIS
E DIADUMENE LINEATA AO ESTRESSE TERMICO

Dissertacdo apresentada ao Programa
de Pés-Graduacdo em Dinamica dos
Oceanos e Terra, da Universidade
Federal Fluminense, como requisito
parcial para obtencéo do grau de Mestre

em Dinamica dos Oceanos e da Terra

Aprovada em de

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Bernardo A.P. da Gama — UFF

Profa. Dr2, Cinthya Simone Gomes Santos— UFF

Prof. Dr. Erwan Plouguerné — JBRJ

Prof. Dr. Fabio Bettini Pitombo—- UFF (Suplente)
Niteroi

2018



Ficha catalografica automatica - SDC/BIG

Dias da Silwva, Carolina
RESPOSTAS IN VITRO DAS ANEMONAS-DO-MAR ANEMONIZ SARGASSENSIS
E DIADUMENE LINEATE AO ESTRESSE TERMICO / Carclina Dias da

Silwva ; Bernardo Entonio Perez da Gama, orientador. Niteréi,
2018.
g1 £. : il

Dissertagio (mestrado)-Universidade Federal Fluminense,
Niter&i, 2018.

1. Mudangas climdticas. 2. Estresse térmico. 3.
anémonas-do-mar. 4. Tolerdncia térmica. 5. Produgic
intelectual. I. Titule II. Antonio Perez da Gama, Bernardo,
orientador. III. Universidade Federal Fluminense. Instituto de
Geocigncias.

cbD -

Bibliotecaria responsavel: Ligia Polycarpo Martins Medeiros - CRB7/3116




Aos meus pais.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por todas as oportunidades que Ele me concedeu até
hoje. Por me fazer perseverante para conquistar meus objetivos e renovar
minha fé a cada dia, no momento que fosse. A minha grande familia, que se
fez muito presente em todos os acontecimentos da minha vida, obrigada por
me doarem o amor de vocés, os conselhos, cuidados, sorrisos, e pela
confianca depositada. A minha mée e ao meu pai, que foram e s&o meu abrigo
seguro, de onde recebi e recebo apoio incondicional. Eles que sempre
acreditaram em mim e batalharam muito para me proporcionar o melhor que
pudessem. Agradeco por sempre me incentivarem nas minhas escolhas e
tornarem possivel tudo isso. Daniel, meu amor, muito obrigada! Vocé me

acompanha e foi um dos meus maiores incentivadores.

Além dos ensinamentos, essa universidade me deu os melhores
presentes da vida, meus amigos bioufficos! Um agradecimento especial a
vocés. Mari, obrigada pela irmandade, por ser essa amiga na alegria e na
tristeza, ouvir minhas lamentacfes, por seus conselhos e ajuda em todos os
momentos que eu precisei. Suelton (ou Ewerton) também, obrigada pelo apoio
e por dividir comigo certos momentos hilarios. Durante esses anos de
faculdade vocés foram minha segunda familia, dividindo sonhos, sorrisos e

lagrimas. Obrigada por marcarem essa estrada com tanta coisa boa.

Agradeco ao projeto GAME que tornou possivel este trabalho e nos
ajudou a estruturar e organizar nosso laboratorio. Assim como a Anna Dewert
meu par binacional com quem realizei todos 0s experimentos e tornou-se uma
grande amiga. Muito obrigada aos alunos de iniciacdo a pesquisa que
contribuiram muito no laboratoério pra realizacdo deste estudo, Débora, Luiz
Felipe, Camilo, Anne, Alexia. Minha gratiddo ao meu orientador Prof. Dr.
Bernardo A.P. da Gama, pela confianca em aceitar a embarcar nessa comigo.
Obrigada pelos ensinamentos e experiéncia compartilhados, sempre com muita
humildade e paciéncia, além do seu bom humor tornando mais “leve” essa
trajetoria. Agradeco também a professora Dra. Débora Pires por doar seu

tempo e conhecimento ao identificar uma das espécies de nosso trabalho.

\



RESUMO

Durante as Ultimas décadas, o aumento da temperatura global foi 0 mais
rapido na histéria registrada. Sabe-se que mudancas no clima estao ocorrendo,
seja por causas naturais ou antropogénicas, e isto esta afetando os oceanos
assim como os organismos. O relatério mais recente do IPCC prevé um
aumento médio da temperatura da superficie dos oceanos de 4°C em uma
escala global até 2100, mas espera-se que 0 aguecimento seja menor na area
investigada. No estado do Rio de Janeiro, 0 aumento previsto da temperatura
superficial do oceano é de 2°C até 2100. Os animais com menor habilidade de
aclimatacdo e uma menor motilidade correm maior risco diante das mudancgas
do clima. Este estudo investigou o limite superior de tolerancia térmica e
algumas respostas fisiolégicas e comportamentais diante do estresse térmico
da anémona-do-mar nativa Anemonia sargassensis e da espécie exotica
Diadumene lineata. Essa tolerancia foi investigada aclimatando os animais a
diferentes niveis de temperatura. Das variaveis de respostas analisadas foram
constatadas mudancas notaveis em relacdo a sobrevivéncia, biomassa e
respiracdo sob temperaturas mais altas. O limite de tolerancia térmica superior
foi dado pela temperatura em que mais de metade dos individuos
sobreviveram. Os niveis de temperatura investigados de A. sargassensis foram
22°C, 30°C, 32°C e 34°C, enquanto os niveis de temperatura de D. lineata
foram 22°C, 24°C, 26°C e 28°C. O limite de tolerancia térmica superior foi de
30°C para A. sargassensis e de 26°C para D. lineata. Diversos fatores podem
influenciar o limite superior de tolerancia térmica das anémonas-do-mar, como
a velocidade do aquecimento, ondas de calor, aclimatacdo e capacidade de
adaptacdo. E notério que os organismos marinhos s&o vulneraveis aos
impactos das mudancas climaticas. Portanto, um monitoramento dos
indicadores de estresse térmico encontrados é muito importante para avaliar o

estado de salide desses animais.

Palavras-chave: Mudancas climaticas; estresse térmico; anémonas-do-

mar; tolerancia térmica;
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ABSTRACT

During the past five decades the increase in global temperature was the
fastest in recorded history. Climate change is proceeding whether due to natural
or anthropogenic causes it is affecting the oceans as well as organisms. The
most recent IPCC report is predicting an average surface temperature increase
of the oceans of 4°C on a global scale by 2100. In the state of Rio de Janeiro
the predicted increase in ocean surface temperature is 2°C by 2100. Animals
with a lower ability of acclimation and a reduced motility are at higher risk of
extinction due to the climate change. This study investigated the upper thermal
tolerance limit and some physiological and behavioral responses in the face of
thermal stress of one native sea anemones species Anemonia sargassensis
and one exotic sea anemone species Diadumene lineata. The observed
response variables showed remarkable changes in survival, biomass and
respiration under higher temperatures. The upper thermal tolerance was
investigated by acclimatizing animals to different temperature levels. The upper
thermal tolerance limit was given by the temperature in which more than half of
the individuals survived. The investigated temperature levels of A. sargassensis
were 22°C, 30°C, 32°C and 34°C, whereas the temperature levels of D. lineata
were 22°C, 24°C, 26°C and 28°C. The upper thermal tolerance limit was 30°C
for A. sargassensis and 26°C for D. lineata. Several factors can influence the
upper thermal tolerance limit of sea anemones, such as heating speed, heat
waves, acclimatization and adaptability. It is notorious that marine ecosystems
are vulnerable to the impacts of climate change. Therefore, a monitoring of the
found heat stress indicators is very important in assessing the state of health of

Séa anemones.

Keywords: Climate changes; thermal stress; sea anemones; thermal tolerance;
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1. INTRODUCAO

1.1. Mudancas climaticas e ectotérmicos marinhos

Muitos estudos evidenciam que o clima esta mudando, tanto por causas
naturais como por atividades antropogénicas (Waters et al., 2016). A
temperatura média global de 1880 a 2012 aumentou 0,85°C. O consenso entre
os modelos climéaticos é que a temperatura vai aumentar constantemente no
decorrer das décadas levando a maiores médias anuais assim como havera
aumento nas flutuacdes sazonais. Esses aumentos poderdo variar de acordo
com a localizagdo, em alguns locais serdo maiores e em outros menores do
gue o previsto. A temperatura das aguas superficiais do oceano aumentou
entre 0,09 e 0,13°C por década no periodo de 1971 a 2010. Tais meédias
globais referentes a superficie do mar séo projetadas para aquecer os 100 m
superiores em cerca de 0,6-2,0°C até o final do século XXI (IPCC - Painel

Intergovernamental sobre Mudancas Climaticas, 2014).

No estudo de Marengo (2009), foram fornecidas futuras projecdes
climaticas para 2030 no Brasil, baseadas nas projecdes regionais
desenvolvidas pelo INPE (Centro de Previsdo de Tempo e Estudos Climaticos -
CPTEC). Foi destacado um aumento na frequéncia de eventos climaticos
extremos no pais, como secas, enchentes, ondas de calor e de frio, furactes e
tempestades (Marengo, 2009, Dereczynski et al., 2013). Outros autores
encontraram tendéncias de aquecimento significativas nas ecorregides
marinhas do Brasil durante as ultimas décadas, que corroboram com as
previsdes climaticas globais e regionais (Beaumont et al., 2011, Bernardino et
al.,, 2015). Silva e Hass (2016) estimaram os impactos do aquecimento
oceanico global em projecdes para o século XXI, focado na América do Sul,
revelando maiores temperaturas na regido norte principalmente na Amazénia,

podendo alcancar aumentos maiores do que 4°C.

Em uma variedade de escalas espaciais, espécies marinhas em todo o
mundo j& estdo experimentando os efeitos das mudancas climéaticas globais

devido ao aumento das temperaturas, padrdes climéticos alterados, mudancas
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no nivel do mar, padrbes de circulagdo, cargas de nutrientes e a acidez dos
oceanos (Walther et al., 2002, Stock et al., 2011). Algumas espécies podem
responder as mudancas climéticas, deslocando suas distribuicdes para regides
com condi¢cdes mais favoraveis ou com mudancas na produtividade em
resposta as novas condicbes em uma determinada regido. Mudangas na
distribuicdo de espécies ja estdo ocorrendo tanto nos ecossistemas terrestres
(Parmesan, 2006) quanto nos marinhos (Poloczanska et al., 2016), com
populacdes migrando latitudinalmente.

Ha um consenso entre os pesquisadores de que as mudancas climaticas
afetardo de diferentes formas os taxons marinhos. Dentro desse contexto,
muito autores utilizam os termos “vencedores” e “perdedores” (Glantz, 1995)
com a idéia de que a abundancia e distribuicdo de algumas espécies podem
permanecer estaveis ou expandir com as mudancas no clima, enquanto outras
podem diminuir em abundancia e distribuicdo (Hare et al., 2016). Os
vencedores sao geralmente referidos em termos de efeitos positivos e
benéficos, enquanto os perdedores sdo referidos em termos de efeitos
negativos e aumento da vulnerabilidade (Somero, 2010, Brown e Thatje, 2015,
Cavole et al., 2016).

Estudos tém revelado varias consequéncias diante do aumento da
temperatura dos oceanos, dentre elas, eventos de mortalidade em massa
(Coma et al., 2009), aumento de sensibilidade aos patdégenos (Harvell et al.,
2002), alteracbes na performance de crescimento e reproducdo (Portner e
Knust, 2007, Wang e Overgaard, 2007, Wang et al., 2013), mudancas na faixa
de distribuicdo geogréfica (Harley et al., 2006, Doney et al., 2012), invasdes de
espécies (Stachowicz et al., 2002) e mudancas fenolégicas (Edwards e
Richardson, 2004). Hofmann e Todgham (2010) afirmam que em uma
perspectiva abrangente, existem 3 respostas para 0s organismos que lidam
com as mudancas climaticas. Uma delas seria a dispersao das espécies para
habitats com condicBes mais favoraveis, outra seria a plasticidade fenotipica e

fisiologica que poderiam permitir as espécies tolerarem as novas condi¢des, ou
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elas poderiam adaptar-se as novas condi¢des por meio de mudancas genéticas

pelo processo de evolucéo.

Nos ultimos anos, tem sido revelada a importancia dos impactos do
aquecimento entre os ectotérmicos marinhos. Esses organismos devem
adaptar-se ndo apenas as temperaturas médias elevadas, mas também aos
eventos extremos de temperaturas, como ondas de calor, que sdo esperados
em maior frequéncia, maior intensidade e em intervalos mais curtos, resultando
em eventos de selecdo em curto prazo (Culumber e Monks, 2014). A
temperatura € uma variavel ambiental predominante que determina
comportamento, fisiologia, e reproducdo da maioria dos organismos
(Hochachka e Somero, 2002, Portner, 2002, Parmesan, 2006). Esta influencia
diretamente a maior parte dos processos bioquimicos e exerce um forte
impacto na sobrevivéncia e distribuicdo de espécies, particularmente nos
organismos ectotérmicos, pois seu desenvolvimento, comportamento e
fisiologia estdo diretamente associados a temperatura (Nguyen et al., 2011,
Somero, 2012). Deste modo, a variacao térmica aparece como uma importante
forca seletiva nesses organismos (Jentsch et al., 2007, Nguyen et al., 2011,
Bannerman et al., 2011, Bozinovic et al., 2011, Thompson et al., 2013). Nesse
contexto, o estudo do impacto da variabilidade térmica na performance dessas
espécies é importante para entender as respostas das mesmas em diferentes
cenarios climaticos (Stillman, 2003, Somero, 2011, Bozinovic e Poértner, 2015,
Vasquez et al., 2015).

Animais ectotérmicos provenientes tanto dos tropicos quanto de areas
temperadas tém mostrado serem sensiveis as mudancas de temperatura
(Compton et al., 2007, Deutsch et al., 2008, Tewksbury et al., 2008, Morley et
al., 2009). No entanto, a intensidade e a habilidade dos organismos em resistir
a essas mudancas sao geograficamente diferenciadas (Barnes et al., 2010). A
hipétese de variabilidade climéatica (Stevens, 1989) prevé que espécies que
vivem em ambientes mais estaveis termicamente terdo reduzida flexibilidade
fisiologica para lidar com flutuacdes de temperatura. A maior magnitude de

variacdo de temperatura em latitudes temperadas é esperada para selecionar
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amplitudes maiores de tolerancia em animais ectotérmicos enquanto a menor
variacdo de temperatura em latitudes tropicais € esperada para levar a
amplitudes menores de tolerancia (Stevens, 1989). As flutuacdes anuais de
temperatura sdo geralmente pequenas nos trépicos (Mc Gregor e Nieuwolt,
1998), uma variagdo de apenas alguns graus representa, portanto, uma
mudanca proporcionalmente grande para 0s organismos adaptados a um
ambiente relativamente estavel (Donelson et al., 2011).

O estudo aqui apresentado visa melhorar a compreensdao da
vulnerabilidade de anémonas marinhas sob o estresse térmico. Com esta
finalidade foi determinado o limite superior de tolerancia térmica de dois
animais ectotérmicos que vivem em um clima tropical. O ecossistema em
guestdo, pertence a faixa equatorial, conhecida por condicbes ambientais
bastante estaveis e de acordo com muitos autores, 0s organismos dessa area
possuem uma alta sensibilidade as pequenas mudancas de temperatura
(Stevens, 1989, Compton et al., 2007; Deutsch et al., 2008; Tewksbury et al. ,
2008).

Os fendbmenos de nivel molecular também sdo importantes na
manutencao do 6timo térmico e limites tolerados pelas espécies. Proteinas sao
componentes altamente sensiveis a temperatura e padrdes de variacdo
adaptativa tém sido descobertos nas propriedades estruturais e funcionais de
proteinas de espécies adaptadas a diferentes temperaturas (Somero, 2004).
Uma vez que as temperaturas ambientais comecam a aproximar-se dos limites
térmicos dos organismos, a sobrevivéncia deles vai depender da capacidade
de efetivamente manter ou restaurar a integridade do conjunto de proteinas
ap6s a perturbacdo térmica. Uma defesa celular bem caracterizada € o
mecanismo de resposta ao choque térmico, que envolve a inducdo de um
grupo de chaperonas moleculares, conhecidas como proteinas de choque
térmico (HSP, do inglés heat shock protein), que sao criticas na defesa da
homeostase das proteinas, reconstrucdo daquelas desnaturadas, e a
desagregacao e substituicdo de proteinas que néo sdo reparaveis (Tomanek,

2008). E comum que o estresse térmico cause uma suprarregulacéo na sintese
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de proteinas de choque térmico. De forma mais geral, espécies que possuem
falta dessas proteinas terdo habilidade reduzida para diminuir os danos
causados por elevadas temperaturas, pois havera perturbacdes de processos
regulatérios celulares importantes, vias intrinsecas e extrinsecas em que
proteinas de choque térmico séo de critica significancia regulatéria (Creagh et
al., 2000, Beere, 2004).

1.2. Relevancia do estudo

Bernardino et al. (2015) analisaram ecorregides marinhas sob uma
tendéncia de aquecimento e constataram que a regido sudeste do Brasil seria
uma area transicional, onde as mudancas nas condi¢des climaticas deveréo
ser elevadas. Assumindo as consequéncias da variabilidade biologica em
resposta as tendéncias climatologicas passadas que foram observadas ao
longo dessas ecorregides e considerando os cenarios climaticos previstos, tais
tendéncias tém o potencial de afetar diretamente o0 metabolismo e
consequentemente alterar o comportamento, a reproducdo e a produtividade
dos animais, resultando em mudancas de biodiversidade (Doney et al., 2012,
Semeniuk, 2013, Bernardino et al., 2015).

O clima no estado do Rio de Janeiro é relativamente estavel. A
temperatura média anual do mar € de cerca de 23,6°C, atinge cerca de 26°C
no verao (fevereiro e marco) e 22°C no inverno (julho, agosto, setembro e
outubro). Isto sem mencionar o fendbmeno de ressurgéncia costeira de Cabo
Frio, bastante comum durante o verdo austral, com a entrada de aguas mais
frias de 13 — 15°C na Baia de Guanabara (Soares-Gomes et al., 2016). As
flutuacbes sazonais médias da temperatura da superficie do oceano sdo de
4°C (fonte: http://www.inmet.gov.br). No entanto, de acordo com as projecdes
de modelo regional, as anomalias médias anuais da temperatura do ar podem
atingir entre 2°C a 4°C acima dos valores atuais (Marengo, 2008, Zurbenko e
Luo, 2012).

H& previsbes de que o aquecimento deve ser mais critico em altas

latitudes, em relacdo ao Oceano Austral e partes do Oceano Atlantico Norte
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(IPCC, 2014). A éarea do Rio de janeiro, a qual é banhada pelo oceano
Atlantico, mesmo ndo sendo destacada como uma regido critica diante dessas
previsdes, poderia apresentar alteracées em sua biodiversidade marinha em
funcdo do aumento de temperatura local (Stuart-Smith et al., 2015). Neste
estudo, os autores investigaram a vulnerabilidade das comunidades marinhas
de peixes e de espécies invertebradas diante do aumento de temperatura. Para
indicar os padrdes de vulnerabilidade foi calculada a proporcdo de espécies
gue ultrapassariam seu limite superior de tolerancia térmica até 2115 (Figura
24). A regido sudeste foi indicada como umas das regides em que os limites
maximos de temperaturas das espécies seriam ultrapassados, 0 que poderia
levar a uma provavel extingdo local e consequentemente perda de
biodiversidade. Vale destacar que o estudo realizou uma previsdo a longo
prazo do que ocorreria com esses organismos e que os autores basearam-se
em valores estimados para os aumentos de temperaturas esperados nessas
regides. Logo, tais previsdes devem ser analisadas com cautela, considerando
os diversos fatores que podem influenciar nesses cenarios de mudancas
climaticas globais.

Figura 1 - Proporcéo de peixes e espécies de invertebrados com previsdo de
exceder seus atuais limites superiores de tolerancia térmica em 2025 (a) e
2115 (c). Modificado de Stuart-smithet al. (2015).
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Diversos estudos experimentais tém avaliado os limites térmicos de
organismos marinhos, evidenciando que algumas espécies apresentam-se
mais sensiveis ao aumento das temperaturas do que outras (Stillman, 2003,
Peck et al.,, 2014). O estudo de Stillman (2003) investigou a habilidade de
caranguejos marinhos para ajustar sua amplitude térmica em resposta a
diferentes niveis de temperaturas. Segundo o autor, duas consideracfes
importantes na avaliagdo de como as mudancas climaticas afetardo os
organismos seriam: qudo proximos 0s organismos estdo dos seus limites
térmicos na natureza e uma compreensdo de como 0s organismos respondem
ao aumento da temperatura em seus habitats, especialmente o grau em que 0s
organismos sdo capazes de ajustar, ou se aclimatar, a sua sensibilidade
térmica. Outros estudos observaram impactos substanciais na estrutura da
comunidade em recifes de corais durante periodos de temperatura do mar mais
guente que o normal. Perto de seus limites térmicos superiores, o0s recifes de
corais passaram por eventos de branqueamento em massa sempre que as
temperaturas do mar excederam as medias de verdo a longo prazo em mais de

1°C por varias semanas (Glynn, 1991, Hoegh-Guldberg, 1999).

As respostas de uma espécie particular a temperatura ambiental sao
multifacetadas. A temperatura Otima, sua sensibilidade a temperatura,
processos fisiologicos, e interacbfes ambientais (competidores ou estresses
antropogénicos), contribuem para a resposta geral do organismo (Hoffmann e
Sgro, 2011). Deve-se considerar que outras vias imprevisiveis podem
combinar-se a tais fatores para determinar a resposta do organismo a
temperatura, e como a interacdo dessas variaveis pode diferir entre as
populacdes. Estudos que aferem variaveis de resposta, como temperatura
maxima letal, taxa de crescimento, performance fisiologica, dentre outras, séo

particularmente informativos (Reitzel et al., 2013).
1.3. Anémonas-do-mar

O filo Cnidaria é representado por organismos cuja caracteristica principal
€ a presenca de células urticantes conhecidas como cniddécitos e esta dividido

em cinco classes: Hydrozoa apresentando a forma polipéide e meduséide;
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Cubozoa e Scyphozoa com a forma medusoéide predominante; Staurozoa com
medusas sésseis e Anthozoa com apenas a forma polipdide (Brusca e Brusca,
2007, Marques e Collins, 2004).

bY

As anémonas pertencem a subclasse Hexacorallia com tentaculos e
mesentérios multiplos de seis e a ordem Actiniaria (Daly et al,. 2003). O plano
geral dos actiniarios € relativamente bem simples: coluna cilindrica saindo de
um disco basal, coroa de tentaculos ocos circundando um disco oral na outra
extremidade; a cavidade gastrovascular é dividida por mesentérios radiais e
tendem a mostrar simetria bilateral; as génadas sao endodérmicas situadas
nos mesentérios (Stephenson, 1928). A 4&gua contida na cavidade
gastrovascular forma um esqueleto hidrostatico de suporte e desempenha as
funcdes de circulacdo e excrecao (Zamponi e Deserti, 2009). A reproducao das
anémonas pode ser sexuada e assexuada (Sherman et al,. 2007). A
reproducdo assexuada € mais frequente em ambientes perturbados que
necessitam de um rapido repovoamento a um baixo custo de energia (Ayre,
1984), como consequéncia, a populacdo apresenta-se como mesmo genotipo

(Shick et al., 1979) e gera agregacoes clonais (Ottaway, 1973).

As anémonas sao animais ecologicamente muito bem sucedidos
(Carlgren, 1949) e apresentam uma ampla distribuicdo batimétrica, habitando
aguas costeiras e profundas em todo o mundo, sendo particularmente
abundantes em oceanos tropicais. Sado encontradas sobre recifes, algas,
troncos, conchas de bivalves, em pareddes rochosos ou enterradas na areia
(Harland e Davies, 1997). A maioria passa a vida inteiramente presa ao
substrato pelo seu disco pedal adesivo, algumas apresentam adaptacdo no
disco pedal que a permite obter movimentos natatérios em busca de uma area
mais favoravel para sobrevivéncia (Ellis et al., 1969, Ottaway, 1978) ou para

fugir de predadores (Houtman et al., 1997).

As anémonas realizam diversas formas de associacfes harmbnicas com
outros animais, tais como a epibiose em conchas de gastropodes (Hand, 1975,
Ross, 1975, Ross e Zamponi, 1982) e em braquitros (Nogueira Jr et al., 2006).

Um dos mais conhecidos € o mutualismo com peixes-palhaco (Mariscal, 1970,
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Dunn, 1981, Arvediund, 2006); simbiose com zooxantelas (Bates, 2000). Cerca
de 1137 espécies de anémonas-do-mar sdo conhecidas mundialmente, das
quais 42 ocorrem no Brasil (Fautin, 2011). Entretanto, sédo escassos 0s estudos
ecoldgicos e taxbnomicos com representantes do grupo na regido costeira de

NOsSsSo pais, assim como a maioria dos Cnidaria no geral (Migotto et al., 1999).

Fatores fisicos como temperatura e umidade do ar podem causar efeitos
deletérios, ou até mesmo levar anémonas-do-mar a morte, através da
dessecacédo (Ottaway, 1973). A investigacdo dos efeitos de temperaturas em
cnidarios é apontada como uma boa escolha, principalmente nas anémonas,
por representarem um modelo experimental interessante para entender as
respostas as temperaturas (Reitzel et al., 2013). Assim como outros
invertebrados marinhos, anémonas possuem a habilidade de se regenerar
rapidamente, o que facilita a reproducdo clonal. Individuos geneticamente
idénticos podem ser usados em experimentos para diferenciar efeitos genéticos
e interacbes do gendtipo com ambiente, como ja realizados com outros
cnidarios (Shick et al., 1979, Shick e Dowse 1985, Zamer et al., 1999). Efeitos
de mudancas ambientais, como o0 aumento de temperatura, podem ser
especialmente relevantes para aqueles organismos que, sendo sésseis ou com
motilidade reduzida, ndo poderiam mover-se para aguas mais frias (Galli et al.,
2017). Além disso, como citado anteriormente, esses organismos apresentam
uma organizacdo morfolégica simples, devido a auséncia de sistemas de
orgaos especializados, as anémonas, e outros organismos similares, podem
fornecer informacdes sobre os aspectos mais fundamentais (celulares e

moleculares) sobre limites fisioldgicos.
1.3.1. Anemonia sargassensis

O género Anemonia esta presente mundialmente em regides tropicais e
sub-tropicais. Esta amplamente distribuido ao longo das costas do Atlantico
Oeste (EUA, Canada, Mar do Caribe), bem como no Atlantico leste dos Acores
(Portugal) e no Mar Mediterraneo (Espanha) (Hartog, 1995, Vidolin, 2007,
Felder e Camp, 2009, Borges et al., 2010). Anemonia sargassensis (Hargitt,

1908) é o nome valido para as espécies ocorrentes no Atlantico, sinonimia de
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A. antillensis e A. melanaster (Fautin, 2011). Anemonia sargassensis €
considerada uma espécie nativa no Brasil, com distribuicdo geografica no
Ceara, Pernambuco, Sergipe, Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo,
Paran& e Santa Catarina.

O padrdao de cores desses animais é basicamente uma coloracao
vermelho escuro, por vezes vermelho brilhante, ou de aparéncia rosada. O
entorno do disco oral apresenta um padrdo tipico de cor esbranquicada,
laranja, rosa e vermelho escuro (Corréa, 1964, Ocafia et al., 2007, Vidolin,
2007). Esta espécie é limitada ao infralitoral, ndo produz muco protetor como
outras anémonas para viver na zona entremarés. Apresenta comumente
reproducdo assexuada por fissdo longitudinal. Os individuos coletados para
realizacéo deste estudo apresentavam coloragéo forte, vermelho escuro, e um

didametro do disco pedal de cerca de 2 cm (Figura 1).
1.3.2. Diadumene lineata

Diadumene lineata tem muitas sinonimias: Aiptasiomorpha luciae,
Diadumene luciae, Haliplanella luciae, Haliplanella lineata, Sagartia davisi,
Sagartia lineata e Sagartia luciae (Manuel, 1981). Esta espécie néo se limita as
areas de infralitoral, sendo tipica da zona entremarés, ocorrendo nas faixas
superiores dessa regido, preferencialmente em baias protegidas e estuarios,
raramente em mar aberto (Atoda, 1973, Williams, 1973, Manuel, 1981). E
conhecida por ser capaz de tolerar extremas variacbes de temperatura
(Johnson e Shick, 1977, Shick, 1976). Além disso, apresenta grande
resisténcia a variacfes na salinidade (Manuel, 1981, Podbielski et al., 2016).
Durante a exposicdo a extremos ambientais € capaz de secretar grande
guantidade de muco, formando uma espécie de envoltorio para se proteger. D.
lineata reproduz-se principalmente assexuadamente por fissdo longitudinal e
menos comumente por laceracdo pedal (Pires, 1987). E capaz de formar
grandes clones, apresentando individuos bem préximo uns dos outros, essa
formacédo de grupo parece facilitar a captura de alimentos. A grande tolerancia
ecolégica que apresenta € um dos fatores que lhe garante sucesso como uma

espécie colonizadora (Johnson e Shick, 1977).
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D. lineata é reportada como uma espécie nativa da costa do Japao (Mc
Murrich, 1921, Stephenson 1928, Fuller, 2007). No entanto, é cosmopolita e
esta entre os cnidarios de mais ampla distribuicdo, com ocorréncia registrada
nos dois lados do oceano Pacifico e Atlantico, mares do Norte e Mediterraneo
(Williams, 1973, Podbielski et al., 2016). D. lineata foi registrada no Brasil
primeiramente em 1977, com exemplares coletados no Rio de Janeiro (Belém e
Monteiro, 1977). Atualmente este antozoario sO foi relatado mais ao sul no

estado do Parana (fonte: http://www.marinespecies.org/).

Os individuos coletados para este trabalho apresentam a coluna com
listras de cor laranja, tipico aspecto registrado para esta espécie, e com
diametro de aproximadamente 0,6 cm (Figura 1). Durante a coleta, foi
encontrada apenas uma pequena populacdo desta anémona em uma area
limitada. Segundo relatos da Prof2. Dr2. Débora de Oliveira Pires, associada do
Departamento de Invertebrados do Museu Nacional/Universidade Federal do
Rio de Janeiro D. lineata era abundante na Baia de Guanabara ha cerca de 30
anos, quando a mesma realizou um estudo sistematico de espécies da ordem
Acontiaria e coletou individuos dessa espécie em diferentes pontos da Baia de
Guanabara (Pires, 1987).

Figura 2 — A. sargassensis com didmetro do disco pedal de aproximadamente 2
cm (esquerda) e D. lineata com aproximadamente 0,6 cm (direita).
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2.  OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Investigar a faixa de tolerancia de temperatura nas anémonas-do-mar A.

sargassensis e D. lineata.
2.2. Objetivos Especificos

¢ Identificar o limite superior de toleréncia térmica de cada espécie.
e Analisar o efeito do aumento de temperatura na fisiologia e
comportamento das espécies.
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3.

HIPOTESES

1. Hoi: O aumento de temperatura ndo provoca quaisquer efeitos sobre
as anémonas-do-mar A. sargassensis e D. lineata.

2. Hi O aumento de temperatura provoca estresse térmico nas
anémonas-do-mar A. sargassensis e D. lineata alterando suas
respostas fisiolégicas e comportamentais.

3. Ho2: O limite superior de toleréncia térmica ndo difere entre as duas
espécies.

4. Hy: O limite superior de tolerancia térmica difere entre as duas

espécies.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Global approach by modular experiments (GAME)

O GAME (Global Approach by Modular Experiments) € um programa de
treinamento internacional para estudantes organizado pelo instituto GEOMAR
da Universidade de Kiel, Alemanha. Este programa envia estudantes para
diferentes locais ao redor do mundo todos os anos, onde realizam
experimentos bioldgicos e ecoldgicos relevantes, abordando topicos urgentes.
A pesquisa é realizada por pares bi-nacionais de estudantes sendo um deles
de origem alema. A proposta do programa é que todas as equipem realizem os
mesmos experimentos, porém em diferentes sistemas e paises. Como
consequéncia, os resultados podem ser comparaveis e as questdes globais
discutidas. O projeto é dividido em trés partes: um més de preparagdo em Kiel,
seis meses no pais de origem conduzindo os experimentos e depois desse
periodo todos retornam a Kiel para iniciar as analises e apresentar os dados

em outras universidades alemas.

No GAME 2015, participaram os paises: Indonésia (Bogor), Pais de Gales
(Bangor), Portugal (Madeira), Japao (Akkeshi), Chile (Coquimbo), Israel (Haifa)
e Brasil (Niter6i). Desta forma, uma ampla gama de latitudes, hemisférios e
diferentes oceanos foram cobertos. O objetivo do GAME 2015 foi identificar o
limite de tolerancia térmica superior das anémonas-do-mar, investigar a
correlacdo com as latitudes e dar previsdes para sistemas ecologicamente

diferentes.
4.2. Coleta

Exemplares de Anemonia sargassensis foram coletados em abril e maio
de 2015 na praia de Itaipu, em Niterdi (22,972126°S, 43,046422°W,
temperatura: 21°C, salinidade: 35). Como esta espécie € muito comum na
regido e na tentativa de evitar clones de amostragem, os individuos foram
coletados de forma aleatdria, mas respeitando uma distdncia minima de

aproximadamente 5m uns dos outros
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A outra espécie utilizada no experimento foi Diadumene lineata, coletada
na Armacdo de BuUzios nos meses de abril e junho (22.741780°S,
41.877053°W, temperatura: 22°C, salinidade: 35 PSU). Diferentemente da
primeira espécie, essa é bastante rara e foi encontrada apenas em uma area
restrita; os individuos estavam incrustados na por¢do submersa de uma Unica
boia de barco. Sendo assim, € possivel que tenham sido coletados clones, com

baixa variabilidade genética.

As coletas foram realizadas durante as condicdes de maré baixa para
garantir que os individuos viessem de uma populacdo verdadeiramente
submersa. Todos os animais foram coletados em mergulho livre em
profundidades entre 0,2 - 0,5 m. Os mesmos foram retirados cuidadosamente
de um substrato rochoso com auxilio de espatula, e em seguida transferidos
para pequenos recipientes plasticos com tampas, os quais foram preenchidos
com a propria agua do mar de onde ocorreu a coleta (Figura 3). Estes

compartimentos foram mantidos em caixas de isopor até a chegada ao

laboratorio.
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Figura 3 - Areas de coleta marcadas em x: Praia de Itaipu (Niterdi) e Praia dos
Ossos (Armacao de Buzios)
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Figura 4 - Recipientes utilizados apés a coleta para o transporte até o laboratorio.
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4.3. Manutencdo e aclimatagdo dos individuos

As anémonas-do-mar foram transportadas diretamente para o laboratério
dentro do intervalo de 1-6 h, onde foram transferidas para varios aquarios
plasticos com volume de 5 L, completamente preenchidos com agua do mar e
devidamente aerados. Em cada aquario havia um namero maximo de cinco
animais. Foi realizada manualmente a troca de agua a cada dois dias. A
temperatura da agua em que os animais ficaram acondicionados foi cerca de
22°C + 1°C, a temperatura média da agua no més de julho, agosto e setembro
(meses durante os quais ocorreria 0 experimento principal) em Niter6i e Blazios
(fonte: www.seatemperature.org). Os animais foram alimentados com nauplios
de artémias uma vez ao dia, ad libitum. Eles foram mantidos nas mesmas
condicbes de luz e a um ciclo natural de claro/escuro (12/12h). Sob as

condi¢des de manutencéo, nenhum individuo morreu.

O sistema de reciclagem da agua correspondeu a um volume total de
1000L. Para a renovacdo, a mesma fluia cerca de 24 a 30 vezes por dia
através de tanques de aquario que continham dois filtros de carbono ativado,
varias camadas de conchas, bio balls e dois skimmers (desnatadores a bomba
d’agua) em funcionamento continuo. Foi realizado o monitoramento da
gualidade da agua que fluia pelo sistema de renovacdo e da agua que
preenchia as unidades experimentais, controlando regularmente seus
parametros fisico-quimicos. A qualidade da &agua renovada através dos
tanques de aquario foi verificada uma vez por semana. Durante o estudo piloto,
a qualidade da agua dentro das unidades experimentais foi verificada todos os
dias e durante o estudo principal, uma vez por semana. Os parametros
observados, os kits de testes utilizados e os limites de seguranca foram os
seguintes: NHz, Teste de aménia toxica Labcon <0,25 ppm; NOs, kit teste de
nitrato Tetra<5 mg/l; NO>, kit teste de nitrato Tetra, <0,25 ppm; salinidade, 35
PSU; O, 8-9 mg/l; pH 7,5-8,4 (Grasshoff et al., 1999).

Para os experimentos, os animais foram mantidos individualmente em
unidades experimentais com volume de 0,66 L. Para alimentar as anémonas

construiu-se no laboratorio uma estacdo onde nauplios de artémias foram
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cultivados. Utilizou-se 3 garrafas plasticas com volume de 1 L de agua
(salinidade 5-10 PSU), as quais recebiam tubos de aeracdo regulaveis.
Aproximadamente 1,2 g de ovos de Artemia franciscana (Sanders®) foram
adicionados a cada garrafa. Apds 3 dias foi possivel recolher os nauplios.Os
animais foram alimentados uma vez por dia (Chintiroglou e Koukouras, 1992).
Uma porgéo desse alimento em suspensao foi oferecida para cada anémona e
continha aproximadamente 612 desses pequenos crustaceos. Apos 24 h quase
todas as artémias haviam sido consumidas. A cada dois dias era realizada a
limpeza das unidades experimentais com o auxilio de escovas e feita a troca
total de 4gua, com a agua reciclada e pré-aquecida. Nos outros dias era
realizada a troca de apenas metade da agua de cada unidade.

4.4. Modelo experimental

As unidades experimentais foram mantidas em um tanque construido sob
medida por madeira, isolado com isopor e forrado com uma lona (Figura 4 e
5). Cada tanque de agua era aquecido por uma haste de aquecimento elétrica
(SCHEGO Heizer, 300 Watt, 230 V). Para garantir que a agua dentro dos
tanques obtivessem uma temperatura uniforme, uma bomba submersivel
(SUNSUN, JP-022 MULTI-FUNCTION SUBMERSIBLE PUMP) promoveu a
ciclagem da agua aquecida a todo o momento. As unidades experimentais

foram tampadas para evitar a evaporacao da agua do mar.

Figura 5 - Tanque visto de cima (esquerda); unidades experimentais dentro do tanque
(direita)
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Unidade 21
experimental

Figura 6 - Delineamento do desenho experimental: Tanque com agua isolado
por isopor (1), forrado por lona (2), pedra de aeracdo para cada unidade
experimental (3), aquecedor (4), bomba submersa (5) para manter a
temperatura homogénea e data logger (6).

Quando necessario era adicionado mais agua fresca para compensar a
evaporacao dentro dos tanques. Cada unidade continha aeracdo constante,
através de pedras de aeracdo conectadas a um compressor de ar (YUTING
ACO 45 Watt 0,03 MPa 50 L/min ACO 003). Para garantir que as temperaturas
de cada tanque seriam mantidas constantes foram instalados registradores de
temperatura HOBO (Onset) dentro de cada um deles, os quais registraram a

temperatura da 4&gua ao longo das seis semanas (Figura 6).
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Figura 7 — Registros das temperaturas nos tanques de agua dos respectivos
tratamentos durante o experimento principal. A. sargassensis é representado nos
grupos 22°C, 30°C, 32°C e 34°C. D. lineata é representado nos grupos 22°C, 24°C,
26°C e 28°C. As linhas pontilhadas verticais representam cada semana do
experimento.
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Para aclimatar os animais as condi¢cfes laboratoriais, o0s mesmos foram
mantidos por quatro semanas no laboratorio antes de iniciar os experimentos.
Apébs este tempo foi realizado um aquecimento progressivo dos tanques de
agua até que cada grupo experimental atingisse as suas respectivas
temperaturas. A taxa de aquecimento foi de + 2°C por dia (Figura 7).

Aclimatacdo progressiva dos grupos
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Figura 8 - Aquecimento progressivo dos tanques de agua até que cada tratamento
atingisse as suas respectivas temperaturas

Iniciou-se 0 aumento progressivo de temperatura pelo grupo que possuiria
a temperatura alvo mais elevada durante o experimento, o segundo tanque em
gue houve o aumento de temperatura foi 0 grupo com a segunda maior
temperatura alvo, e assim progressivamente até que todos 0S grupos
experimentais atingissem a temperatura desejada no final dessa fase de
aclimatacdo. A partir deste processo, todos 0s grupos experimentais atingiram

a temperatura alvo no mesmo dia, sendo denominado o “dia 0” do experimento.

Apbs o periodo de aclimatacao, foi realizado um estudo piloto com quatro
temperaturas diferentes, comecando com a temperatura média do més de
julho, agosto e setembro a 22°C (fonte: www.inmet.gov.br). Na tentativa de
cobrir uma ampla faixa de temperatura 0S outros grupos apresentaram
diferencas de + 4°C (Figura 7). Sendo assim os tanques de agua tiveram as
seguintes temperaturas: 22°C, 26°C, 30°C e 34°C. O objetivo foi encontrar a

faixa de temperatura que seria critica para esses animais. Tal faixa critica foi
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considerada entre o grupo de temperatura em que mais de 50% das anémonas
sobreviveram e o0 grupo de temperatura em que mais de 50% desses
organismos morreram. Cada tanque de agua continha 20 unidades
experimentais, sendo 10 de cada espécie. A duracdo do estudo piloto foi de
trés semanas. A faixa de temperatura critica obtida para D. lineata foi entre
26°C e 30°C e para A. sargassensis entre 30°C e 34°C.

Com base nos resultados obtidos no estudo piloto, no experimento
principal foi acrescentada uma temperatura intermediaria entre o intervalo
identificado como critico. O objetivo era encontrar o limite maximo de
temperatura: a temperatura toleravel mais elevada em que 50% das anémonas
conseguiram sobreviver. Os individuos do estudo piloto que experimentaram as
mesmas temperaturas que o0 experimento principal foram aproveitados.
Enquanto que os novos animais adicionados somente para 0 experimento
principal foram submetidos ao mesmo periodo de aclimatagdo com
aquecimento progressivo de + 2°C até que cada um atingisse as suas
respectivas temperaturas. Obtivemos 15 réplicas de cada espécie por
tratamento. O estudo principal obteve a duracdo de 42 dias. As réplicas de A.
sargassensis foram colocadas em tanques com temperaturas de: 22°C (grupo
de controle), 30°C, 32°C e 34°C. Durante a aclimatacdo foi previsto que
individuos de D. lineata ndo sobreviveriam a 28°C. Logo, foi preferivel
acrescentar uma temperatura de 24°C. As réplicas dessa espécie foram
colocadas em tanques de agua com: 22°C (grupo de controle), 24°C, 26°C e
28°C (Figura 8). O maior tanque foi o com temperatura de 22°C (grupo de
controle) de aproximadamente 120 L, os tanques com 0s grupos de 24°C e
26°C obtinham aproximadamente 85 L e os dos grupos 28°C, 30°C, 32°C e

34°C aproximadamente 30 L cada um deles.
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Figura 9- Tanques com diferentes regimes de temperatura durante o experimento
principal.

4.5. Variaveis de resposta

Tabela 1 - Variaveis de resposta e a frequéncia com que foram verificadas.

Variaveis de resposta Frequéncia de observacdo/medidas
Sobrevivéncia Diariamente

Biomassa Inicio e fim do experimento
Motilidade Dia0,21e42

Respiracao Dia 0,21 e42

Fixacao Diariamente

Refixacao Dia 0,21 e42

Habitus Diariamente

Reexpanséao Dia 0,21 e 42

Reproducado assexuada Diariamente

Estresse térmico agudo 3 dias apds evento de fissédo

45.1. Sobrevivéncia

Esta resposta foi verificada diariamente. O individuo foi considerado morto
guando sua aparéncia mudava claramente (Figura 9) e ndo havia mais reacéo
aos estimulos externos. Foi comparado entre os diferentes grupos de
temperatura através da Andlise de Sobrevivéncia (event history analysis), o que
nos permitiu mensurar o evento ocorrido (morte) em um dado periodo no

tempo. As curvas Kaplan-Meier ajudaram a visualizar os eventos ao longo do
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tempo. Para isto, foi registrado desde o inicio do experimento o dia exato em
que o individuo morreu. A sobrevivéncia foi analisada estatisticamente via log-

rank.
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Figura 10 - A. sargassensis viva (a) e morta (b); D. lineata viva (c) e morta (d).

45.2. Biomassa

A biomassa Umida e seca dos animais foi obtida. Para determinara
biomassa Umida, os animais foram separados, secos com o auxilio de um
papel toalha até que ndo soltassem mais agua e foi verificada a biomassa dos
animais em uma balanca de precisdo. Esta medida foi considerada como
biomassa Umida. A mensuracdo foi realizada 2 vezes: uma vez antes da
aclimatacao iniciada (5 dias antes do dia 0 — ver Material e Métodos 4.3) e a
segunda vez no final (dia 43). Para comparar a biomassa durante o tempo do
experimento entre os niveis de temperatura, calculou-se a diferenca da
biomassa Uumida final e inicial dos individuos isolados antes da aclimatacao e
no final do experimento (dia 43). Para obtencdo da biomassa seca os animais
foram secos em estufa por 3-4 dias a 75°C até que os valores encontrados
permanecessem constantes. Esta medicdo foi realizada uma vez no final do

experimento. Todas as medidas foram realizadas com a mesma balanca.
4.5.3. Respiracéao

Esta resposta foi medida trés vezes, no dia 0, dia 21 e dia 42. Durante o
estudo piloto houve a tentativa de medir a respiracdo de ambas as espécies,
mas so foi possivel alcancgar sinais claros para A. sargassensis, logo D. lineata
foi excluida dessa variavel de resposta no estudo principal.
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Foi utilizado um baldo Erlenmeyer de vidro de 125 ml como uma camara
hermética. Esta camara foi preenchida com agua do mar filtrada até a tampa,
em seguida o animal foi transferido para o frasco. Ap6s meia hora de
aclimatacao e recuperacdo da transferéncia, foi medido o primeiro valor com o
oximetro (WTW Oxi 3205) para todos os individuos em cada tratamento. Em
seguida o frasco foi fechado com o cuidado para nédo deixar bolhas de ar
presas no seu interior, minimizando a chance do oxigénio se difundir no corpo
de agua. Ap6s duas horas foi medido o segundo valor com o oximetro. Durante
um dia de medicdo, foi quantificado o consumo de oxigénio de todos os
animais de A. sargassensis. Para fins analiticos, o consumo de oxigénio foi
padronizado em mg de O2 por litro por hora por grama de biomassa seca.
Durante a medicdo da respiracdo, a atividade foi constantemente observada,
porque um aumento de movimento ou a contracdo do animal poderiam ter
influenciado no consumo de oxigénio. Todos os individuos estavam com seus

tentaculos expandidos durante o processo.
45.4. Fixacao

O status de fixacdo foi verificado diariamente, observando se o individuo

estava preso ou solto da unidade experimental.
45.5. Refixacao

Para medir o tempo de refixacdo, os individuos foram desprendidos
propositalmente da unidade experimental e foi monitorado o tempo até que ele
se fixasse novamente. O status de fixacéo foi verificado apds %2 hora, 1 hora, 2
horas e 4 horas ap6s o destacamento. No final, foram obtidos dados ordinais

com 4 categorias, compreendendo os intervalos de tempo.
4.5.6. Motilidade

O movimento das anémonas foi investigado trés vezes durante as seis
semanas: no inicio (dia 0), no meio (dia 21) e no final (dia 42). Para isso, a

localizacdo do animal foi marcada e controlada apos 24h. Foram produzidos
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dados nominais (sim, o individuo moveu / ndo, ndo se moveu). Os animais que

estavam soltos da unidade experimental ndo foram contados.
4.5.7. Habitus

Outro parametro comportamental foi o habitus das anémonas. Com a
mudanca de condi¢bes ou incobmodo, esses animais sdo capazes de contrair
seu corpo alterando sua forma. Foi aplicado o indice desenvolvido por
Podbielski et al. (2016), que compreende a cinco estagios morfol6gicos
baseados no grau de abertura dos tentaculos do disco oral e na extensao do
poélipo (Figura 10). O estagio zero representa a contragcdo completa do animal
onde nenhum tentaculo era visivel e a coluna encurtada. O estagio quatro
compreende o animal completamente estendido com a coluna é destendida ao
maximo e todos os tentaculos visiveis. Os estagios um a trés sao formas de
transicdo entre estes dois extremos. Estagio um: coluna contraida e apenas
pontas do tentaculo visiveis; estagio dois: coluna ligeiramente contraida,
tentaculos encurtados bem visiveis; estagio trés: coluna ligeiramente ereta,
tentaculos estendidos. O habitus das anémonas foi uma resposta avaliada

diariamente.

Figura 11- Estagios morfolégicos do habitus (Podbielski et al., 2016)

4.5.8. Reexpanséao

Para a experiéncia de reexpansdo, o0s animais foram perturbados
cuidadosamente com auxilio de uma pipeta para que contraissem

completamente seus tentaculos e o tempo que os mesmos levaram para voltar

37



a estender seus tentaculos foi registrado dentro do periodo de 120 segundos.
Os animais que nao reagiram ou nao contrairam completamente como re