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Resumo

Medusozoa € um subfilo de Cnidaria, com um ciclo de vida que inclui a fase de
polipo (geralmente séssil e benténica) e a de medusa (geralmente livre natante). As
quatro classes de Medusozoa (Cubozoa, Hydrozoa, Scyphozoa, Staurozoa)
apresentam uma grande variedade de atributos reprodutivos (e.g., tamanho do
ovécito, tipo de fertilizagdo, sistema sexual, reproducdo assexuada, estratégia
reprodutiva) e de atributos de defesa (e.g., complexidade do cnidoma, exoesqueleto,
estruturas especializadas para defesa) que, frequentemente, estdo funcionalmente
associados. Nesse cenario € esperada a ocorréncia de “frade offs” entre os
sistemas de defesa e reproducédo, mas inexistem estudos desta correlacdo em um
contexto evolutivo para Cnidaria. O objetivo deste estudo foi investigar as relagdes
entre estes sistemas em uma abordagem quantificavel, colaborando assim para
compreender aspectos ainda obscuros da evolugdo do grupo. As analises foram
realizadas para 94 espécies de Medusozoa, baseada em cinco atributos de
reproducdo e trés atributos de defesa, e com inferéncias baseadas em 30
correlacbes. Os resultados das analises mostraram sete correlagdes
estatisticamente significativas entre atributos de defesa e reproducdo, sendo seis
destas referentes a caracteristicas pertencentes a espécies da ordem Leptothecata
(Hydrozoa), e uma referente ao subfilo Medusozoa como um todo. Os dados
demonstram que o surgimento de um perissarco quitinoso recobrindo
hidrantes/gonozooides foi fundamental na diversificacdo de Leptothecata, afetando
diretamente a evolugdo de atributos (‘fraits’) relacionados as reprodugdes
assexuada (como na formagao de coldnias) e sexuada (nas estruturas relacionadas
a esta e na determinagao do sistema sexual destes animais), € mesmo em relagao a
outros atributos de defesa. A existéncia de cnidomas com diferentes niveis de
complexidade (no estudo definidos pelos seus ICCs, i.e., indice de Complexidade do
Cnidoma) também influencia no tamanho dos ovocitos em Medusozoa,
representando um provavel “trade off’ em que a alocagédo energética na produgao
de tipos variados de nematocistos, e morfologicamente mais dispares, se relaciona

a producao de ovdcitos menores, e vice versa.



Abstract

Medusozoa is a subphylum of Cnidaria with a life cycle that includes the polyp
(usually sessile and benthic) and medusa (usually free swimming) stages. The four
classes of Medusozoa (Cubozoa, Hydrozoa, Scyphozoa, Staurozoa) exhibit a wide
variety of reproductive traits (e.g., ovocyte size, fertilization type, sexual system,
asexual reproduction, reproductive strategy) and defense traits (e.g., cnidome
complexity, exoskeleton, specialized defense structures) that are often functionally
associated. In this scenario, trade offs between defense and reproduction systems
are expected, but there are no studies of this correlation in an evolutionary context
for Cnidaria. The objective of this study was to investigate the relationships between
these systems in a quantifiable approach, thus helping to understand aspects that
are still obscure in the evolution of the group. We preformed analyses for 94 species
of Medusozoa based on five reproductive traits and three defense traits, and with
inferences based on 30 correlations. The results of the analyses showed seven
statistically significant correlations between defense and reproduction traits, six of
which refer to characteristics belonging to species of the order Leptothecata
(Hydrozoa), and one to the subphylum Medusozoa. The data demonstrates that the
emergence of a chitinous perisarc covering hydrants/gonozooids was fundamental in
the diversification of Leptothecata, directly affecting the evolution of traits related to
asexual reproduction (as in colony formation) and sexual reproduction (in structures
related to this and in the determination of the sexual system of these animals), and
even in relation to other defense traits. The existence of cnidomes with different
levels of complexity (in the study defined by their ICCs, i.e., Cnidoma Complexity
Index) also influences the size of oocytes in Medusozoa, representing a probable
trade off in which energy allocation in the production of different types of
nematocysts, and morphologically more different, is related to the production of

smaller oocytes, and vice versa.



Introdugao

O filo Cnidaria inclui animais popularmente conhecidos como as anémonas-
do-mar, aguas-vivas, corais, hidras e caravelas-do-mar, entre outros. O clado € uma
das linhagens mais antigas dentre os animais, com registros fésseis de 543 Ma e
estimativas de datagdes moleculares entre 900-600 Ma (Okamura & Gruhl, 2021;
Morales-Guerrero, 2021). Essa origem precoce torna o grupo chave para a
compreensao da origem e evolugdo de Metazoa como um todo, inclusive por sua
eventual relacdo de grupo irmédo com Bilateria (Ryan et al., 2013; Simion et al.,
2017; Whelan et al., 2017). Além disso, Cnidaria apresenta uma série de novidades
evolutivas como, por exemplo, ser o clado mais antigo a possuir todas as suas
espécies peconhentas (Jaimes-Becerra et al.,, 2017), ou por apresentar em sua
evolucdo aspectos complexos de reproducdo que podem incluir corte e
transferéncia indireta de espermatozoides (Campbell, 1974; Lewis & Long, 2005;
Garcia-Rodriguez et al., 2018), expressao de ciclos de vida altamente diversos
(Miranda et al., 2010; Sanders & Cartwright, 2015) e desenvolvimento de estruturas
visuais complexas (Wehner, 2005; Nilsson et al., 2005).

Cnidaria inclui trés clados, a saber, Anthozoa, Medusozoa e Endocnidozoa,
distintos por seus ciclos de vida que podem ou ndo incluir medusas (viz.,
Medusozoa), por habitos de vida que inclu em o endoparasitismo (viz.,
Endocnidozoa), ou por caracteres moleculares préprios (e.g., o DNA mitocondrial
linear em Medusozoa), dentre outras caracteristicas morfologicas, histolégicas e
moleculares. O modelo adotado neste estudo, Medusozoa, inclui as classes
Cubozoa, Hydrozoa, Scyphozoa e Staurozoa (Marques & Collins, 2004). Embora
Cnidaria e Medusozoa sejam bem corroborados como monofiléticos em inferéncias
filogenéticas realizadas a partir de dados de morfologia, ciclo de vida, e diversos
marcadores moleculares, as relagdes entre as suas classes e subgrupos ainda é
discutida (Marques & Collins, 2004; Collins et al., 2006; Van lten et al., 2014; Foox &
Siddall, 2015; Zapata et al., 2015; Mendoza-Becerril et al., 2016, 2017; Kayal et al.,
2018).

Uma das autapomorfias de Cnidaria, e certamente a mais particular, sdo
organelas denominadas cnidas (Marques & Collins, 2004; Fautin, 2009; Van lIten et

al., 2014). O cnidoma desses animais é definido como o conjunto das informagdes



sobre as cnidas que inclui seus tipos, dimensdes e a distribuicdo pelo corpo do
animal (Weill, 1934; Ostman, 2000). As cnidas estdo no dmago do estudo dos
cnidarios, desde os aspectos mais fundamentais de ciéncia basica (e.g., usadas
como critério taxondmico; Fautin, 2009) até suas aplicagbes (e.g., no estudo de
envenenamentos; Burnett, 2001; Burke, 2002), passando por sua relagdo com ciclo
de vida e comportamento (e.g., Mariscal et al., 1976; Fautin, 2009), ecologia das
interacdes (e.g., Baxter et al, 2011; Killi & Mariottini, 2018), ferramentas de
engenharia ecossistémica (e.g., Hoepner et al., 2019) e toxinas e bioprospecg¢ao
(e.g., Mariottini, 2014; Mariottini & Pane, 2014; Miyazato et al., 2016), entre outros.
Ha trés categorias de cnidas, a saber, espirocistos, pticocistos e
nematocistos (Fautin, 2009). O disparo das cnidas pode ser acionado por meio de
estimulos quimicos e/ou fisicos e, uma vez disparado, ocorre a eversdo de um
tubulo que pode ou nao ser aberto em sua extremidade e, se aberto, ocorre a
liberacdo do conteudo capsular, composto por uma secreg¢ao proteica com funcdes
diversas (Fautin, 2009; Jaimes-Becerra et al., 2017). A secrecdo de espirocistos,
presentes em Anthozoa Hexacorallia, tem uma funcdo adesiva que auxilia na
captura de presas, enquanto a de pticocistos, presentes em Anthozoa Ceriantharia,
tem a funcao de permitir a construgdo de tubos nos quais o animal vive (Mariscal et
al., 1976; Fautin, 2009). A ultima classe de cnidas, os nematocistos, s&o universais
em Cnidaria — todas as ~11 mil espécies de vida livre e as ~3 mil espécies parasitas
do grupo tém nematocistos (Morandini et al., 2016; Jaimes-Becerra et al., 2017,
Shpirer et al., 2018). Nematocistos possuem uma grande riqueza de formas, com
até 14 tipos (Ostman, 2000) com morfologias varidveis com relagdo ao tubulo,
ornamentagdo por espinhos e estiletes, abertura na extremidade, entre outras
caracteristicas, e que atuam na producdo, acumulo e inoculagdo de secrecdes
toxicas complexas (Mariscal, 1974; Jaimes-Becerra et al., 2017; Shpirer et al,,
2018). Essas organelas sao, de fato, as estruturas de inoculacédo de veneno mais
antigas do reino animal, com uma histéria de diversificagao evolutiva de, no minimo,
600 milhdées de anos (Jaimes-Becerra et al., 2017). Em razdo dessa diversificagao,
a morfologia e os venenos dos nematocistos assumiram fungcbes essenciais na
predacdo, na defesa, e mesmo na comunicagdo em cnidarios (Mariscal, 1974,
Fautin, 2009). Neste cenario, fica evidente que os nematocistos foram e s&o de
fundamental importancia para a compreensao sobre a evolugédo, a biologia e a

ecologia de Cnidaria.



Os nematocistos, e seus compostos toxicos, compdem um complexo sistema
de protecdo em cnidarios, que se relaciona a uma gama de estruturas
especializadas, associadas ou derivadas dos nematocistos, como coldnias
polimérficas com zooides especializados na defesa e/ou captura de alimentos
(tentaculos, gastrozooides, dactilozooides, nematozooides, tentaculozooides,
espiralzooides) e estruturas morfolégicas singulares portadoras de agrupamentos de
nematocistos, como nematoforos, cnidoforos, dactiléforos, etc. (Millard, 1975). Por
outro lado, nematocistos ndo sado os unicos atributos (‘traits’) que apresentam a
funcao de defesa. Ha também uma série de estruturas e estratégias de defesa com
origem independente dos nematocistos, como formagdes exoesqueléticas em
diversos niveis de desenvolvimento, as quais oferecem protecao fisica a hidrantes
(e.g., coralitos, hidrotecas, pseudoidrotecas, perissarco, exossarco, espinhos)
(Mendoza-Becerril, 2016), estruturas reprodutivas (e.g., gonotecas, copinias,
filactocarpos), ou mesmo as proprias estruturas que possuem nematocistos (e.g.,
nematotecas) (Millard, 1975), além de processos caracterizados pela agao de
bioativos do metabolismo secundario, que também atuam na defesa (Stachowicz &
Lindquist, 2000). Apesar de possuir um sistema de defesa altamente diverso,
complexo e essencial em sua evolugdo, percebe-se que estudos evolutivos
comparativos sobre esses componentes, de natureza morfoldégica ou tdxica, sao
raros (e.g., Mendoza-Becerril et al., 2016; Damian-Serrano et al., 2021a), e sua
associagao com a diversificagdo dos clados de Cnidaria, ou mesmo sua integragao
com outros sistemas essenciais, sdo inexistentes.

O sistema reprodutivo € igualmente altamente variado e essencial na
evolucdo de Cnidaria. As espécies de Medusozoa possuem um ciclo de vida
denominado como metagenético, em que ocorrem duas formas principais, o polipo
(geralmente bentdnico e aderido ao substrato) e a medusa (geralmente plancténica
e de vida livre) (Marques & Collins, 2004). Embora variagdes sejam comuns em
diversos grupos de Medusozoa, seu ciclo de vida basico consiste, de uma forma
geral, no assentamento de uma larva planula; seu desenvolvimento em um pdlipo
inicial que pode reproduzir-se assexuadamente por brotamento, gerando coldnias,
ou permanecer solitario; e no surgimento de medusas por diferenciacédo apical
(Staurozoa) (Kikinger & Salvini-Plawen, 1995; Miranda et al., 2010), por
metamorfose do pdlipo (Cubozoa), por brotamento lateral por meio de uma estrutura

denominada entocddio (Hydrozoa), ou por diferenciagdo e segmentacéo apical por



meio de um processo denominado estrobilizacdo, que origina os estagios
intermediarios de éfiras (Scyphozoa) (Marques & Collins, 2004). Independentemente
de sua origem, as medusas podem ser desde diminutas até de grandes dimensoes,
fixas ou livre-natantes, sendo geralmente dioicas e produzindo os gametas
envolvidos na reproducdo sexuada que, apos fecundacéo, resultara na formacéo de
um zigoto que se desenvolvera em novas larvas planulas, reiniciando o ciclo
(Morandini et al., 2016).

A grande diversidade de ciclos de vida das espécies de Medusozoa (Collins,
2002; Marques & Collins, 2004) € acompanhada de uma diversidade morfologica e
estratégica dos atributos reprodutivos. Ha variagdes na quantidade e dimensao de
ovos, comportamento de fertilizacdo interna ou externa, retencédo / incubacido de
zigotos, fertilizagdo ocorrendo no bentos ou na coluna d'agua, sistema sexual dioico
ou monoico, possibilidade de reprodugdo assexuada (brotamento, entre outras), e
diferentes zooides responsaveis pela reprodugdo sexuada (e.g., gonoforo ou
medusa) (Fautin, 2002). A expressao de todos esses atributos, que tem
evidentemente uma origem evolutiva, € variavel nos diferentes clados de
Medusozoa, assim como ha homoplasias relacionadas a variaveis ambientais
especificas, indicando componentes macroecoldgicos (Fernandez et al., 2020).
Esses atributos, por exemplo, estdo diretamente associados a oferta de recursos no
ambiente, a variagdes ambientais ou a caracteristicas da prépria espécie (Schiariti
et al., 2014).

A evolugdo da organizacdo dos diferentes sistemas relacionada as
necessidades fisiolégicas basicas da histéria de vida, como as atividades de
alimentacdo, de protecdo e de reprodugdao, compde um equilibrio complexo
envolvendo varios aspectos basicos da vida de um individuo. O investimento
energético no incremento de um sistema pode ocorrer com prejuizo de outros, ao
menos em um cenario de recursos limitados, havendo uma evolucao orquestrada de
suas relagdes intrinsecas que demonstra a sinergia entre os sistemas envolvidos
(‘trade offs’) (Stearns, 1992). Assim, duas atividades fisiologicas basicas dos seres
vivos, como a defesa e a reproducdo, ndo sao, evidentemente, totalmente
independentes, por integrarem-se nesse delicado equilibrio que tem por base o
mesmo individuo e é resultante de selecao. ldentificar e entender os padrbes de
‘trade offs’ entre os sistemas auxilia na elucidagcdo de forgcas evolutivas que nao

agem de forma extrinseca, como as interferéncias do meio ambiente, mas sim de



maneira intrinseca, e que se refletem nos atributos que observamos em cada
espécie.

Nesse contexto, observa-se que estruturas de protegcdo estio
frequentemente associadas as partes reprodutivas em cnidarios (Kimura et al.,
1972). Em col6nias de hidroides leptotecados, por exemplo, elementos gonadais
sao distintamente recobertos por exoesqueleto na forma de gonotecas que, por sua
vez, podem estar agrupadas em estruturas mais complexas e associadas as
nematotecas, tais como coérbulas, filactocarpos, copinias, marsupios e bolsas
incubadoras (Millard, 1975). Em alguns casos, ha um cnidoma particular relacionado
as estruturas reprodutivas, como por exemplo em espermatéforos (Garcia-
Rodriguez et al., 2018) ou mesmo individualmente em ovocitos (Piraino, 1992).

A despeito dessa associagao frequente entre reproducdo e defesa em
cnidarios, ndo ha estudos integrando os aspectos da evolugédo desses sistemas em
um mesmo cenario e incluindo testes de hipéteses de correlagdo. Como exemplo, é
sabido que as cnidas tém apenas uma descarga em sua existéncia e, por isso, ha
uma alta demanda energética empregada em sua renovagao, que esta estimada na
substituicdo diaria de até 25% das células produtoras / portadoras de cnidas (Bode
& Flick 1976; Fautin, 2009). E evidente que este gasto energético, considerado no
todo do metabolismo, coexiste com o gasto dispendido em outras formas de defesa,
como a producdo de exoesqueleto e de zooides especializados, e que ainda esta
inter-relacionado a outros aspectos ecofisiolégicos, como por exemplo o ciclo
reprodutivo da espécie (e.g., Kimura et al., 1972). A coexisténcia desses sistemas
em um mesmo animal esta relacionada a sua historia evolutiva, ao ambiente que
habita, e desdobra-se em especializagdes, reparticdes ou sinergias entre esses
sistemas. A investigagdo de padrbes de associagdo (e.g., “frade off’ ou co-
especializagéo) entre atributos de defesa e atributos reprodutivos, no nivel do ciclo
de vida das espécies ou no nivel da morfologia de um individuo, permite a
compreensao de caracteres-chave da histéria evolutiva dos cnidarios (McFadden et
al., 2001).

O objetivo deste estudo € investigar a existéncia de correla¢des evolutivas
entre os atributos de reproducdo e de defesa em Medusozoa. A identificagdo de
padroes concatenados entre os processos de reproducdo e protecao ilumina uma
compreensao evolutiva nas dimensdes filogenética e ecolégica de Medusozoa,

assim como de Cnidaria como um todo.



Consideragoes finais

As analises de nosso estudo apontaram que o surgimento de uma estrutura
externa protetiva recobrindo hidrozoarios (i.e., hidrotecas e gonotecas),
sinapomorfia de Leptothecata, foi fundamental para a evolucéo e diversificacdo do
grupo (cf., Leclére et al., 2009; Cartwright & Nawrocki, 2010; Maronna et al., 2016;
Mendoza-Becerril et al., 2016, 2018). Documentamos também a correlagdo entre a
evolugdo de exoesqueletos e atributos reprodutivos (viz., reprodugao assexuada,
estratégia reprodutiva e sistema sexual) e, possivelmente, com outros atributos de
defesa (i.e., estruturas especializadas para defesa).

Outra correlagdo encontrada nas analises foi o aparente "trade off', em
Medusozoa, entre a producido de cnidomas com diferentes niveis de complexidade
e o tamanho de ovdcitos. Espécies com maior riqueza de tipos de nematocistos, e
com estes mais diferentes entre si (i.e., indice de Complexidade de Cnidoma 'ICC'
equivalente a médio ou alto), produzem ovécitos menores, enquanto espécies com
menor numero de tipos de nematocistos e com estes mais semelhantes entre si
(i.e., ICC baixo) produzem ovdcitos maiores.

A diversidade de Medusozoa esta expressa na forma de atributos da morfologia,
dos ciclos de vida e comportamentos, da toxinologia, etc. Inferir como esses
atributos reagem a componentes extrinsecos (i.e., ambiente) e a intrinsecos (i.e.,
“trade offs” entre os sistemas) ajuda a compreender parte da historia evolutiva do
grupo. Os testes quantitativos deste estudo, inéditos em abordagens para o grupo,
representam novas possibilidades de investigacdo para Cnidaria. Igualmente, o
indice de Complexidade do Cnidoma (ICC) (Anexo 1) compde uma ferramenta
inédita que complementa a area de investigagdo sobre cnidomas, com derivagdes
nos campos da toxicologia e da ecologia, abrindo uma oportunidade para desvelar

novos padrdes evolutivos para o filo.



