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Resumo

A presenca de epibiontes, como ciliados e bactérias, associada a massa de ovos de
braquitros tem uma grande relevancia na viabilidade dos embrides. Contudo, o papel destes
epibiontes e/ou o tipo de interagdo entre estes € os embrides ainda ¢ pouco conhecido para
organismos estuarinos. Esse trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da presenca do
ciliado Vorticellidae no desenvolvimento embrionario do caranguejo Leptuca thayeri na
presenga ou auséncia de bactérias naturalmente encontrada nos embrides. Para isso, foram
utilizadas como variaveis respostas, o volume dos ovos, o tempo para eclosdo, a taxa de
eclosdo de larvas zoea I e a viabilidade de larvas zoea I apos 24h da eclosdo. Para avaliar o
efeito da presenca de ciliados Vorticellidae e bactérias ao longo do desenvolvimento
embrionario L. thayeri nos utilizamos quatro tratamentos experimentais: embrides sem
epibiontes ciliados Vorticellidae e sem bactérias (A), embrides com epibiontes ciliados
Vorticellidae e com bactérias (C), embrides com epibiontes ciliados Vorticellidaec e sem
bactérias (CA), e embrides sem epibiontes ciliados Vorticellidae e com bactérias (Controle).
A presenca dos epibiontes ciliados Vorticellidae e/ou das bactérias ndo afetou o crescimento
volumétrico dos embrides ou a sobrevivéncia larval apos 24 horas de eclosdo das larvas zoea
de L. thayeri, contudo o tempo para eclosdo apresentou diferencas significativas entre os
tratamentos, sendo maior no tratamento A e o curto no tratamento C. Em relacao a taxa de
eclosdo das larvas zoea I, o tratamento Controle apresentou apresentou a maior taxa de
eclosdo enquanto o tratamento CA a menor taxa. Nossos resultados indicam que a presenca
dos ciliados epibiontes na massa de ovos interfere negativamente no desenvolvimento

embrionario de L. thayeri e as bactérias epibiontes tém efeito positivo para o basibionte.

Palavras-chaves: Bactéria, Caranguejo chama-maré, Desenvolvimento Embrionario, Epibiose



Abstract

The presence of epibionts, for example ciliates and bacteria, associated with brachyuran
egg mass has great relevance in embryo viability. However, the role of these epibionts and/or
the type of interaction between them and the embryos is still poorly understood for estuarine
organisms. This work aimed to evaluate the effect of the presence of the ciliate Vorticellidae
on the embryonic development of the crab Leptuca thayeri in the presence or absence of the
bacterial community naturally found in the embryos. We used as response variable, the
growth rate of hatching eggs, the hatching sucess and viability of zoea I larvae after 24h. To
evaluate the effect of the presence of Vorticellidae ciliates and bacteria during the
development of the tidal crab Leptuca thayeri we used four experimental treatments: embryos
without Vorticellidae ciliated epibionts and without bacteria (A), ciliated epibionts embryos
with bacteria (C), embryos with Vorticellidae ciliated epibionts and without bacteria (CA),
and embryos without Vorticellidae ciliated epibionts and with bacteria (Control). The
presence of ciliated Vorticellidae epibionts and/or bacteria did not affect the volumetric
growth of the embryos or the larval survival after 24 hours of hatching of the zoea larvae of
L. thayeri, however the time for hatching showed significant differences between the
treatments, being longer in the treatment A and the short one in treatment C. Regarding the
hatching rate of zoea I larvae, the Control treatment had the highest hatching rate while the
CA treatment had the lowest rate. Our results indicate that the presence of ciliated epibionts
in the egg mass negatively interferes with the embryonic development of L. thayeri and eggs

with the presence of bacteria in their surface showed higher hatching success.

Keywords: Bacteria, Tidal Crab, Embryonic Development, Epibiosis



INTRODUCAO

A reprodugdo ¢ o principal mecanismo que contribui para a continuidade das
espécies, auxiliando na manutencdo e regulacdo populacional (Costa, 2006). A energia
despendida pelas fémeas para esse mecanismo ¢ dada pela razio entre o tamanho dos ovos ¢
o numero de ovos (rendimento reprodutivo) (Hines, 1992; Sampedro, et al., 1997). Os
Decapodes apresentam alto investimento reprodutivo, de modo que em algumas espécies a
massa de ovos corresponde a cerca 11% do peso seco da fémea (Hartnoll, 2006). Sua cadmara
abdominal atua como uma regido de incubacdo para os embrides em desenvolvimento até o
momento da eclosdo larval (Farmer, 1974). Entretanto, o constante contato entre os ovos € o
ambiente no qual a fémea est4 inserida expde os embrides a fatores abioticos como amplitude
da maré, variagdo de salinidade, temperatura e pH (Gunderson et al., 2016); e fatores
biodticos, como predadores, parasitas ¢ epibiontes (Aiken et al. 1985; Benetti, 2007). Essa
exposicao a condigdes estressoras pode afetar o sucesso reprodutivo e consequentemente o
tamanho e manuten¢do de populagdes (Silva, et al., 2007).

Epibiose refere-se a relagao entre dois seres na qual ocorre a fixacdo de um
organismo (epibionte) em outro organismo (basibionte) (Silva-Inacio, et al., 2016). O termo
engloba apenas a interagdo organica, sem qualificar o grau da associagdo como positiva ou
negativa entre o basibionte e o epibionte (Wahl, 2008; Costa, et al., 2010). A superficie
corporea de organismos marinhos esta associada a trocas de macro € micromoléculas com o
meio. Nesse processo, gases ¢ pequenas particulas sdo liberadas ativa ou passivamente
através da superficie do corpo em organismos adultos ou das membranas dos ovos durante a
embriogénese (Harder, 2008; Wahl, 2008). A presenca de epibiontes em embrides podem

interferir nas trocas de moléculas pela superficie dos ovos (Simoni et al., 2011).



Em muitos crustaceos, as fémeas transportam os embrides até a eclosdo larval,
estando 0s ovos sujeitos a patdogenos, agentes bio-incrustadores e simbiontes prejudiciais
(Nyholm, 2020). Embora comum, o impacto da presenca concomitante de epibiontes no ovo
hospedeiro (durante o desenvolvimento embriondrio) é escasso na literatura. O efeito
benéfico de epibiontes pode estar relacionado a mecanismos que reduzam a predagao, evitem
o contato de parasitas ou estabelecimento de patdogenos, aumentando assim o rendimento
reprodutivo do basibionte (Prescott, 1990; Dougherty & Russell, 2005; Wahl, 2008). A
formagdo de biofilme bacteriano pode ser prejudicial para o embrido. Os ciliados
Vorticellidae, encontrados comumente aderidos aos embrides de crustaceos, se alimentam de
bactérias (Song, ef al., 2016), que podem ser prejudiciais ao desenvolvimento do embrido.
Por outro lado, epibiontes também podem ter efeitos negativos para o embrido, como
dificultar as trocas gasosas e/ou excretas devido ao contato com a superficie dos ovos, assim
como morte do embrido devido a intensidade da infestacdo (Kuris et al., 1991). A formacao
de biofilme epibidtico (agregado de microrganismos organizados que vivem sobre uma
superficie viva embebidos em uma matriz polimérica extracelular), também pode ter efeitos
negativos ao basibionte ao inibir o desenvolvimento embrionario (Fisher,1976).

Tendo em vista que: 1) o sucesso reprodutivo € um fator essencial para a manutengao
de populacdes e da continuidade de espécies; 2) que o efeito associado de grupos de
epibiontes durante o desenvolvimento embrionario ainda ¢ desconhecido para a maioria das
espécies estuarinas/marinhas (Silva et al., 2007; Chatterjee, 2015); 3) a presenca de
epibiontes, ja foi confirmada em embrides do caranguejo chama-maré Leptuca thayeri,
através da identificacdo de dez estirpes de bactérias, além de copépodes (Harpacticoida) e
ciliados (Vorticellidae) (Silva, 2007; Borges et al., 2021); 4) que a ocorréncia destas

bactérias pode estar relacionada com altera¢des na viabilidade dos embrides (Silva, 2003); 5)



epibiontes ciliados se alimentam de bactérias, a nossa hipotese é: a presencga de epibiontes
ciliados na massa de ovos das fémeas de braquitros pode prevenir a infestagdo por bactérias
epibiontes, as quais podem ser prejudiciais durante o desenvolvimento embrionario. Nesse
sentido, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da presenga do ciliado
Vorticellidae no desenvolvimento embrionario do caranguejo Leptuca thayeri (Rathbun,
1900) na presenca ou auséncia de bactérias naturalmente encontrada nos embrides.

MATERIAL E METODOS
Organismos modelo

Dentre as espécies de caranguejo chama-maré que ocorrem no Brasil, L. thayeri
destaca-se pela facil identificacdo e elevada abundancia na costa sudeste do Brasil
(Gusmao-Junior et al., 2012; Thurman et al., 2013). A espécie habita o interior de
manguezais em areas com baixa exposi¢do solar e solo com alto teor de matéria organica
(Costa & Negreiros-Fransozo, 2002; Gusmao-Junior et al., 2012), com distribuicao
predominante em zonas do infralitoral (De Grande ef al., 2018). O periodo reprodutivo ocorre
durante todo o ano, contudo nos meses de verdo sdo encontradas fémeas ovigeras em maior
quantidade (De Almeida, 2014). Assim, a abundancia de L. thayeri em ambientes estuarinos e
a facil identificacdo das fémeas ovigeras viabilizaram a escolha desta espécie como
organismo modelo para o estudo (Costa & Negreiros-Fransozo 2002; Gusmao-Junior et al.,

2012).
Area de Estudo

As coletas foram realizadas no Parque Municipal Ezio Dall’ Aqua, (23° 59° 14.1” S;
46°24° 20.8” W — Praia Grande/SP), no sistema estuarino do Mar Pequeno (Santos — Sao

Vicente). Esse manguezal apresenta vegetacdao caracterizada pela presenca de Rhizophora



mangle, Avicennia schaueriana e Laguncularia racemosa (Machado et al., 2013). A
localidade apresenta uma comunidade de braquiuros bem estabelecida, entre estas populagdes
esta L. thayeri (Checon & Costa, 2017; De Grande et al., 2018). Fémeas ovigeras de L.
thayeri com presenga de epibiontes nos embrides ja foram confirmadas para a area do Parque

Municipal Ezio Dall Aqua (Pardo, 2018).
Manutenc¢io dos organismos e Design experimental
Manutengdo dos organismos

Durante a maré baixa de sizigia, 10 fémeas ovigeras de L. thayeri foram coletadas
manualmente. Somente fémeas com ovos em estagio inicial de desenvolvimento (blastula)
(Yamaguchi, 2001) foram utilizadas, reduzindo o efeito de varidveis que ndo temos como
quantificar, como, por exemplo, a exposicdo fisica e biologica do manguezal sob o
desenvolvimento embrionario. Apds a coleta, as fémeas ovigeras foram aclimatadas
individualmente em béquer (600 ml) contendo agua marinha artificial (composta por agua
destilada mais sal marinho artificial Hiker Ocean) com salinidade 33, aera¢do constante e
com fotoperiodo de 12 horas claro /12 horas escuro por 24 horas. As temperaturas do ar e da
agua foram mantidas a 25°C + 1°C. A salinidade e temperatura para aclimatacdo foram
estabelecidas com base em valores médios para tocas de fémeas da referida espécie (Pardo,
2018). Todas as fémeas ovigeras foram devolvidas ao local de coleta apods a realizacdo dos

experimentos.
Delineamento experimental

Para avaliar o efeito da presenca de ciliados Vorticellidae e bactérias ao longo do
desenvolvimento embrionario do caranguejo chama-maré Leptuca thayeri nds utilizamos

quatro tratamentos experimentais: embrides sem epibiontes ciliados Vorticellidae e sem



bactérias (A), embrides com epibiontes ciliados Vorticellidae e com bactérias (C), embrides
com epibiontes ciliados Vorticellidae e sem bactérias (CA), e embrides sem epibiontes
ciliados Vorticellidae e com bactérias (Controle) (Figura 1). Nos consideramos a situagao de
embrides sem epibiontes ciliados Vorticellidae e com bactérias como tratamento controle por
representar uma condicdo natural da massa de ovos (observacdo pessoal). Foram utilizadas
como variaveis respostas, volume dos ovos (entre o estagio inicial e final de desenvolvimento
embrionario), tempo para eclosdo larval, taxa de eclosdao de larvas zoea | e a viabilidade de
larvas zoea 1 apds 24h da eclosdo. Foram classificados seis niveis de presenca de
Vorticellidae nas amostras: 1 (0%), 2 (0-25%), 3 (25-50%), 4 (50-75%), 5 (75%-100%) e 6
(100%) (adaptado de Silva, 2007). Apenas fémeas com embrides com nivel de presenca de
Vorticellidae categorizadas nos niveis 3-4 foram utilizados nas anélises dos tratamentos C e

CA.

Figura 1. Epibiontes ciliados Vorticellidae, em destaque pela seta, associados a

embrides de Leptuca thayeri.



Para comprovar que a massa de ovos oriundas de campo ja continham originalmente
uma carga bacteriana, todos os embrides foram extraidos do corpo de duas fémeas e mantidas
em agua salinidade 33 autoclavada (composta por agua destilada Asfer e adicdo de sal
marinho artificial Hiker Ocean) com aeragdo durante 30 minutos a fim de promover a
liberacdo de parte da microbiota no meio aquoso. Em seguida, amostras da massa de ovos e

da 4gua utilizada na aeragdo foram diluidas serialmente nas concentragdes 107, 102, 107 e
10" e plaqueadas em meio nutritivo Infusdo Cérebro-Coragdo (Flores & Welch, 1992).

. . . -1
Todas as placas de Petri apresentaram crescimento bacteriano, sobretudo as placas 10 , com
concentracdo semelhante a do ambiente. Assim, pode-se assumir a premissa da presenga de

bactérias na massa ovigera de L. thayeri provenientes do local de coleta.

Com o objetivo de eliminar as bactérias dos tratamentos A e CA, cada réplica destes
tratamentos, foram mantidas em placas de cultivo celular (Kasvi, K12-012) contendo 2 ml de
Ampicilina na concentragao de 0,5 g/L e 2 ml de Tetraciclina na concentracao de 0,025g/L
em agua salinidade 33 autoclavada (composta por agua destilada Asfer e adicdo de sal
marinho artificial Hiker Ocean), adaptado de Sison-Mangus (2015). Ambos os antibioticos
atuam em bactérias gram positivas e gram negativas, ampliando o efeito bactericida (Melo,
2012; Anvisa, 2021). Os tratamentos A e CA ficaram em contato com os antibidticos durante
24 horas e mantidos em camara de germinagao (Tecnal, TE 4020) com temperatura constante
(25°C) e fotoperiodo controlado de 12h:12h (claro/escuro). Apds as 24 horas, as réplicas dos
tratamentos A e CA foram retiradas do antibidtico e submersas em 4gua salinidade 33
autoclavada (composta por agua destilada Asfer e adi¢do mais sal marinho artificial Hiker
Ocean) com leve agitacdo com o objetivo de eliminar possiveis residuos dos antibidticos.

Essa imersdo foi repetida 3 vezes em cada réplica para garantir a retirada de antibidtico da



superficie dos embrides. Em seguida, todas as réplicas dos tratamentos A e CA foram
mantidas nas mesmas condicdes experimentais dos demais tratamentos, que serdo descritos a

seguir.

Para avaliar a taxa de crescimento volumétrico dos embrides, o tempo para eclosdo, a
taxa de eclosdo e viabilidade larval, foram utilizadas 48 réplicas por tratamento (cada réplica
foi constituida por em média 13 + 3,50 embrides em estagio inicial de desenvolvimento) de
um pool de massas de ovos proveniente de quatro fémeas para o tratamento Controle e A ¢
outro pool de massas de ovos proveniente de outras quatro fémeas distintas para o tratamento
C e CA. Foram utilizadas distintas fémeas ovigeras coletadas na mesma &rea, pois 0s
tratamentos C e CA apresentam epibiontes ciliados na massa de ovos, enquanto os
tratamentos Controle ¢ A ndo apresentam esses epibiontes. Por serem coletadas na mesma
area, ndo sdo esperadas grandes variagdes na qualidade dos embrides devido a fatores
ambientais semelhantes durante a formagdo dos ovos, antes da postura dos mesmos. As
amostras provenientes das fémeas foram escolhidas aleatoriamente para reduzir variadveis de
origem materna, como fitness e cuidado materno que podem interferir no sucesso
reprodutivo. Na analise das varidveis respostas (crescimento volumétrico, tempo de eclosao,
taxa de eclosdo e viabilidade larval), os embrides de todos os tratamentos foram mantidos em
placas de cultivo celular (Kasvi, K12-012) com 12 pogos, cada pogo contendo 5 ml de agua
com salinidade 33 autoclavada (composta por agua destilada Asfer e adigdo de sal marinho
artificial Hiker Ocean) com aeragdo realizada manualmente durante 2 minutos a cada 24
horas. Essas placas foram mantidas em cdmara de germinagdo (Tecnal, TE 4020) com
temperatura constante (25°C), fotoperiodo controlado de 12h:12h (claro/escuro) com aeragao
diéria até a eclosdo das larvas. A cada 24 horas o desenvolvimento e viabilidade dos embrides

foram analisados, utilizando estereomicroscépio em capela de fluxo laminar para evitar



contaminagdo das amostras (Figura 2). A inviabilidade do embrido foi dada pela auséncia no

avango do desenvolvimento.

Figura 2. Estagios de desenvolvimento de embrides de Leptuca thayeri, adaptado de Simoni
et al. (2011). Estagio I: Blastula, 100% de vitelo (A). Estagio II: Gastrula, o vitelo comeca a
ser consumido (B). Estagio III: primeira apari¢do de cromatdforos e manchas oculares (C).
Estagio IV: olhos bem desenvolvidos (D). Estdgio V: Pré eclosdo - embrido bem

desenvolvido, vitelo quase completamente consumido (E). Larva: larvas recém-eclodidas (F).



Para avaliar se a presenga de epibiontes afeta o desenvolvimento embrionario, o
volume de 144 embrides por tratamento (A, C, CA e Controle) foi mensurado utilizando a
formula de esferdides oblatos: V=1/6(n1.d2.D), onde d=menor didmetro, D=maior diametro
(Simoni et al., 2011). O volume foi calculado utilizando fotos obtidas em estereomicroscopio
(ZEISS Stereo Discovery.V8) e as mensuracdes obtidas com o software TPSDig2 em dois
momentos: embrides em blédstula no 1° dia de experimento (Figura 2A), e embrides em
estagio avancado do desenvolvimento embriondrio (vitelo quase totalmente consumido), no

12° dia de experimento (Figura 2E).

Para avaliar o tempo para eclosdo o desenvolvimento embrionario de bléstula até a
eclosdo foram comprados entre os tratamentos (N = 48 réplicas por tratamento). Para avaliar
a taxa de eclosao larval (Controle = 619 embrides, A = 684 embrides, C = 639 embrides, CA
= 624 embrides), o numero de larvas vivas, mortas e embrides nao eclodidos (invidveis) foi
contabilizado e comparado entre os quatro tratamentos. Para verificar a viabilidade larval,
todas as larvas zoea I eclodidas (Controle = 67 larvas, A = 61 larvas, C =35 larvas, CA =26
larvas) foram individualizadas em placa de cultivo celular, mantidas por 24 horas em camara
de germinacdo com temperatura constante (25°C), fotoperiodo controlado de 12h:12h
(claro/escuro) e alimentadas com microalgas Tetraselmis gracilis (Butcher, 1959). A
viabilidade larval apos as 24 horas foi confirmada pelo batimento caudal e atividade natatoria
larval (Anger, 1981). A producdo das microalgas foi feita baseada no protocolo de Guillard’s

F/2 (Duerr et al., 1998).

Analises estatisticas

Os dados foram testados quanto a normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e a

homocedasticidade (teste de bartlett). Modelos Lineares Generalizados (GLM) foram



utilizados para avaliar se epibiontes bacterianos alteram o volume dos embrides, o tempo para
eclosdo, a taxa de eclosdo e viabilidade larval sob presenca dos ciliados Vorticellidae. Foi
utilizado como variavel preditora os tratamentos (A, C, CA e controle) em relagdo a variavel
resposta de interesse (volume dos embrides ou tempo para eclosdo ou taxa de eclosdo ou
niumero de larvas vivas apds um dia). Os modelos foram ajustados de acordo com a
distribuicdo dos dados de cada variavel (volume e tempo para eclosdo utilizamos a familia
Guassiana, para a taxa de eclosdo usamos a familia Quasipoisson, e para a viabilidade larval
utilizamos a binomial negativo). O critério de significancia foi dado quando p < 0,05. Foram
utilizados Teste de Tukey para analisar a significancia a posteriori quando houve significancia
entre os tratamentos. As andlises foram realizadas no ambiente R (R Development Core

Team, 2021).

RESULTADOS

O crescimento volumétrico dos embrides ndo foi afetado pelos tratamentos (p = 0,39;
R? = 0,01). O tempo de eclosao apresentou diferenca estatistica significativa entre os
tratamentos analisados (p < 0,05; R* =0,31) de modo que o tratamento A apresentou o maior
tempo até a eclosdo larval, seguido do tratamento Controle, tratamento CA e tratamento C.
Os tratamentos C e CA apresentaram cerca de 2 dias a menos para a eclosdo quando
comparados aos tratamentos A e Controle. A taxa de eclosdo de larvas zoea I também
apresentou diferenca significativa entre os tratamentos analisados (p < 0,001; R?= 0,08),
sendo maior no tratamento Controle, seguido do tratamento A, tratamento C e tratamento CA,
de modo que o tratamento Controle apresentou valores cerca de duas vezes maior que os

tratamentos C e CA. J4 a viabilidade larval apds 24 horas de eclosao (p=0,48; R*=0,04) de L.



thayeri ndo foi afetada pela presenca de ciliados Vorticellidae e/ou bactérias epibiontes

(Figura 3.).
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Figura 3. Média do crescimento volumétrico dos ovos (A), tempo médio para eclosdao
larval (B), taxa de eclosdo larval (C) e taxa da viabilidade larval ap6s 24 horas da eclosdo (D)
em embrides de L. thayeri nos diferentes tratamentos. Barras indicam o desvio padrao (£) e

letras mintsculas indicam diferenga estatistica entre os tratamentos.

DISCUSSAO

A presenca dos epibiontes ciliados Vorticellidae e/ou das bactérias ndo afetou o
crescimento volumétrico dos embrides ou a sobrevivéncia larval apés 24 horas de eclosdo das
larvas zoea I de L. thayeri. Por outro lado, a taxa de eclosdo larval revela que os tratamentos

com menor sucesso de nascimentos (C e CA) apresentaram embrides com a presenca dos



ciliados Vorticellidae, indicando que essa epibiose pode interferir negativamente. Além disso,
a taxa de eclosdo das larvas zoea sugere que a presenca de bactérias, sem ciliados
Vorticellidae pode aumentar o sucesso de eclosdo (A). A analise do tempo para eclosao larval
demonstra que a presenca concomitante de ciliados Vorticellidae e bactérias esta associado ao
desenvolvimento embriondrio com menor duragdo (tratamento C), ao passo que a auséncia
desses epibiontes reflete no desenvolvimento embriondrio com maior duracdo (tratamento A).
Observa-se que a presenca apenas de epibiontes ciliados Vorticellidae (tratamento CA) esté
relacionada com o desenvolvimento embriondrio mais curto quando comparado ao tratamento
apenas com a presenca de epibiontes bacterianos (tratamento Controle), ou seja, a presencga
de ciliados Vorticellidae pode reduzir a duracdo do desenvolvimento embrionario. Portanto,
nossa hipotese de que a presenca do epibionte ciliado previne a proliferacdo e os possiveis
efeitos negativos de epibiontes bacterianos ao desenvolvimento embriondrio de L. thayeri, foi

refutada.

A eliminacdo de excretas metabdlicas, como amoénia e CO2, e absor¢do de oxigénio
ocorre pela superficie dos ovos (Simoni et al., 2011). Quando os epibiontes ciliados formam
colonias no basibionte, a relagdo de epibiose pode passar a ser considerada amensalismo,
podendo obstruir o fluxo de nutrientes e troca de gases do basibionte (Nanajkar, et al., 2019).
O suprimento de oxigénio para os ovos também pode ser afetado pela presenga de
microrganismos na membrana de ovos, reduzindo a area de trocas gasosas € também por
utilizarem o oxigénio disponivel no meio para a respiragdo (Cohen, 1996). A menor
disponibilidade de oxigénio ¢ apontada como principal causa do tempo de eclosdo mais curto
em embrides de gastropodes aquaticos (Przeslawski, 2004; Eyster, 1986). Nossos resultados
indicam que nao houve diferenca significativa no crescimento volumétrico entre os

tratamentos com e sem a presenca do ciliado. Por ndo ocorrer o aumento do volume interno



quando comparado a situagdes sem a presenca do ciliado, os resultados indicam
indiretamente que a eliminacdo de gases proveniente do metabolismo dos embrides nao foi
prejudicada. Além disso, a duracdo do desenvolvimento embrionario, bem como a taxa de
eclosdo larval foram menores nos tratamentos com a presenca do epibionte ciliado (C e CA).
Essa menor taxa de nascimentos de larvas pode ser uma consequéncia da presenga dos
ciliados na superficie dos ovos, reduzindo a disponibilidade de oxigénio durante a
embriogénese e inviabilizando o desenvolvimento. Estudos que testem essa possivel relagdo
negativa avaliando a taxa de consumo de oxigénio pelos epibiontes ciliados sdo necessarios
para confirmar essa hipdtese. Nossos resultados indicam que apesar do tempo e taxa de
eclosdo serem menores nos tratamentos com a presenca do ciliado, ela ndo ocasionou uma
reducdo significativa na viabilidade larval ap6s 24 horas da eclosao de L. thayeri. Esse padrao
também foi observado no copépode marinho Boeckella triarticulata (Thomson, 1883), com a
presenca de epibiontes ciliados ndo afetando a diferenca no niimero de ovos por ciclo

reprodutivo e sobrevivéncia da fémea a longo prazo (Xu & Burns, 1991).

Os ciliados sao organismos heterotroficos que se alimentam de bactérias
(bacterivoria), sendo um grupo chave na ciclagem de nutrientes (Lee, 2004; Bickel, 2012).
Esperava-se que nos tratamentos sem a presenga dos ciliados (Controle e A), ocorresse uma
proliferacdo de epibiontes bacterianos de modo a prejudicar o desenvolvimento embrionério
de L. thayeri. Contudo, nossos resultados nao confirmaram essa hipotese. A auséncia de
ciliados que se alimentam de bactérias ndo proporcionou o crescimento da comunidade de
epibiontes bacterianos de modo a inviabilizar o desenvolvimento dos embrides. A epibiose
entre bactérias naturalmente encontradas no ambiente associadas aos ovos de crustaceos do
género Daphnia foi descrita como fortemente dependente para o desenvolvimento e

reproducdo do basibionte (Mushegian et al., 2018). Os embrides dos tratamentos



experimentais A e CA, que tiveram a carga bacteriana reduzida pelo antibidtico, ndo
tornaram-se inviaveis pela auséncia das bactérias, demonstrando que a presenca de tais

bactérias ndo sdo obrigatdrias, e nem prejudiciais, para o sucesso reprodutivo.

Alguns simbiontes podem desempenhar fun¢des defensivas para os ovos de alguns
animais, sobretudo daqueles que estdo expostos a ambientes com abundancia de
microorganismos (Wahl, 1989), como regides estuarinas. Dentre esses simbiontes, ocorrem
epibiontes com fungdes defensivas. Alguns estudos relataram a capacidade da microbiota
bacteriana e seus metabdlitos em proteger os ovos de crustaceos, sobretudo de infecgdes
fungicas (Cawthorn, 2011; Barry, et al., 1996). Infec¢des fingicas podem comprometer toda a
massa de ovos de caranguejos de manguezais (Leano, 2002). No presente estudo a presenca
de bactérias naturalmente encontradas nos ovos ¢ sem a presenga do ciliado (tratamento
Controle) foi o que apresentou maior taxa de eclosdo. Esses resultados podem ser um
indicativo de que as bactérias possuem um papel benéfico durante o desenvolvimento
embriondrio evitando infecgdes flingicas (que tem potencial de inviabilizar o
desenvolvimento embrionario), porém essa hipoOtese precisa ser testada em experimentos
futuros. A maneira como as bactérias ambientais beneficiam o basibionte ndo é compreendida
na literatura (Nyholm, 2020). As bactérias associadas a ovos de camardo e lagosta produzem
compostos antifungicos, isatina e tirosol, respectivamente (Gil-Turnes, 1992; Gil-Turnes,
1989) que podem ser associados com o aumento no sucesso reprodutivo dos tratamentos com
bactérias. Os metabdlitos secundarios originados de bactérias epibiontes apresentam atividade
antimicrobiana em ovos de invertebrados terrestres (Flores, et al., 2015; Engl, et al., 2018).

Poucos estudos foram realizados para investigar essa relacdo em organismos aquaticos,



contudo, ainda que pouco explicada, a atividade antimicrobiana incrustante por bactérias ja

foi documentada em ovos de moluscos marinhos (Kerwin, et al. 2019).

Nossos resultados indicam menor taxa de eclosdo e tempo de desenvolvimento
embrionario reduzido em tratamentos com a presenca dos epibiontes ciliados Vorticellidae.
Todavia, a reducdo dessas taxas nao reflete uma menor sobrevivéncia larval de L. thayeri. A
presenca de epibiontes ciliados Vorticellidae afeta negativamente o desenvolvimento
embrionario do caranguejo estuarino L. thayeri. Compreender se as bactérias naturalmente
presentes nos ovos desempenham um papel remediador no desenvolvimento de fungos, bem
como o efeito para o basibionte pela presenga de outros epibiontes comumente encontrados
em embrides sdo relevantes para a melhor compreensdo dessas interagdes ecologicas e seus

impactos para o sucesso reprodutivo de invertebrados estuarinos.
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Paratype: adult male (penile papillae developed) 3.88 mm
partially dissected, with both first antennae, maxillipeds, epimeral
plates, pleopods, and second antenna and second gnathopod
mounted on three slides; rest as five pieces preserved
in 70% ethanol. (ECOMARGE 93, TS08-A, Ni; 44°34.57N
02°12.60'W; water depth: 740-746 m) (MNHN-AmM5130); coll. J.-C.
Sorbe, 23 June 1993. Twenty-one additional specimens in J.- C. Sorbe
Collection.

COMPARATIVE MATERIAL EXAMINED

Carangolia cornuta Bellan-Santini & Ledoyer, 1986. Holotype:
female completely dissected on single slide (Museo Civico di Storia
Naturale di Verona, slide no. 3276); RV ‘Marion Dufresne’ Cruise
MDO08 to Marion and Prince Edward Islands, Station 17BB97 (Marion
Island: 46°52.5'S 37°53.5E); collected on 25 March 1976 with Okean
grab on muddy sand, 110 m depth.

DIAGNOSIS

Carangolia with well developed pointed process on posterolateral
corner of head. Coxal plate 1 with anterior and posterior margins
subparallel, distal margin straight. Coxal plate 7 pointed. Basis of
pereopod 6 slender, not oblong. Dactylus of pereiopod 5 elongate
(more than 12 times longer than wide). Telson devoid of spines.

KEY FOR THE GENERA OF THE ALVINOCARIDIDAE (small
caps, left justified)

1. Posterior telson margin armed only with spines, without
PIUMOSE SEtA. ...t 2
Posterior telson margin armed with plumose................ 3

(Insert a line space between each point)

2. Rostrum long, depressed laterally; pterygostomal spine
present; lash on first maxilliped
rudimentary...........cooeviiiiiiiiii Alvinocaris
Rostrum short, compressed dorsoventrally, without teeth;
pterygostomal spine absent; lash on first maxilliped well

developed.......ooeeeeiiiiiiii e, lOFANTR
3. Short rostrum present; exposed eyes separated from each

other; distolateral spine present on

SCAPhOCErite. . ... Chorocaris

Text files should be submitted as line-numbered Microsoft Word files
and should include Figure legends.

Figures. Should be referred to in numerical order and in full in the
body of the text (e.g. Figure 1). Figure legends should take the following
style:

Fig. 1. Ceratothoa collaris Schioedte & Meinert, 1883, adult female:
(A) pereopod 1; (B) pereopod 7; (C-G) pleopods 1-5 ventral view; (H)
uropods. Scale bars: A-G, 2 mm; H, 3 mm.

Figures’ submission. IMAGES should be submitted as tif (preferably),
jpg or png file-types. FIGURES SUPPLIED AS EMBEDDED
OBJECTS IN MICROSOFT WORD OR AS PDF FILES CANNOT
BE ACCEPTED. To ensure adequate print quality, please submit
greyscale tif files NO LESS than 1200 pixels wide and NO MORE
than 2500 pixels wide. These correspond to 300 dpi (118 pixels/cm)
resolution at single (8.5 cm) and double (17.5 cm) column size
respectively. The width should be checked in image editing software
such as Photoshop, PaintShop Pro etc. Very high resolution images
should be reduced to 2500 pixel width BEFORE submission to avoid
uploading problems during submission.

Colour images cost £200 (GBP) per page in print but are free in the
online version. To have a colour image online and a greyscale version
in print it is ESSENTIAL to submit BOTH greyscale and colour
versions. THE JOURNAL WILL NOT CONVERT COLOUR
IMAGES TO GREYSCALE. If you request colour figures in the
printed version, you will be contacted by CCC-Rightslink who are
acting on our behalf to collect Author Charges. Please follow their

instructions in order to avoid any delay in the publication of your
article.

Failure to follow these guidelines may delay the processing of
manuscripts.

The bit depth should be set to 2-colour (1 bit) for black and white
line drawings or greyscale (8 bit) for images incorporating shades of
grey. Colour images may be of whichever depth is most suitable.
Halftones should be grouped as composites or as individual pictures
and a scanned electronic version submitted with the revised text.

All figures should be labelled with a medium weight sans serif font
of an appropriate size to result in 8 point (3.33 mm) type when
reduced to published size. If figures are in parts, please label with
upper case letters (A, B, C etc.) in the top left corner of each part.

The JMBA uses a different colour image for the cover of each new
Issue. If you exclusively hold copyright in a high-quality image either
used within your accepted article, or directly related to it, that you
believe might make a suitable cover image, please highlight on article
submission. The Journal will then contact you should it wish to discuss
further.

Tables should be submitted as Microsoft Word tables. The journal
cannot accept text formatted with tab characters or images of
tables embedded in word files.

Tables should not be excessive in size and headed by informative
legends. Legend, headings and footnote are delimited by horizontal lines
as shown in the example below; table headers are centred and roman
(normal) typeface. Column headings are bold. The table below gives
an example of layout:

Table 1. Tenacity of EIminius modestus and Balanus perforatus cypris

larvae to natural biofilms developed at high (83 s'l) and low (15 s'l)

shear rates. Forces of temporary adhesion are given as 104Nm'2.

Eliminus modestus Balanus perforatus
Surface N Mean *SE N Mean +SE
No biofilm 30 8.19 0.258 30 6.75 0.179
Low shear 30 7.59 0.274 30 4.94 0.136
High Shear 30 9.20 0.219 30 6.50 0.162
Bartlett’s statistic = 1.44  Bartlett’s statistic = 2.79
P=0.486 P=0.248

N, number; SE, standard error.

Failure to follow these guidelines may delay the processing of
manuscripts.

Supplementary Material

The online platform gives authors the opportunity to include data that
would be impossible or impractical to include in the printed version.
These data might substantially enhance the importance of the research
and might also be of benefit to readers. Authors may include tables and
figures as well as data such as videos, 3-D structures/images, extensive
datasets and any other supplementary material not suitable for print
duplication. All supplementary material must be submitted with the
original manuscript. Supplementary data should be referred to in the
text with the prefix "S" (e.g. Supplementary Table S1, Supplementary
Figure S1). Supplementary files will not be copy-edited, and will be
published as supplied.

Genus and species names should be italicized and appear in full at each
mention in a new section and if starting a sentence. In italicized text
(Abstracts) species names should be normal typeface.

Citation of literature. References in the text should refer to the
author’s name (no initials) and year of publication. Two authors should
be cited using ‘& (Rainbow & Dellinger, 1993); for more than two
authors, the name of the first author followed by ‘et al.” (Lallier et al.,
1987). Where an article is published but yet to be allocated to an Issue,
the citation should take the form (Relles et al., published online 24
August 2018). Online resources should be cited following the
convention (Continuous Plankton Recorder Survey, accessed online 23
September 2018). When citing more than one publication use date
order and a semi-colon as a separator, e.g. (Mykels & Skinner, 19853,
b; Skinner, 1996; Gorind et al., 1997).



Al literature quoted in the text must be listed in alphabetical and
chronological order of author names at the end of each manuscript.
When more than one publication with the same first author is cited the
following order alphabetically applies: (a) single author, according to
publication dates; (b) same author and one co-author; (c) same
author and more than one co-author.

The manuscript should be carefully checked to ensure the details
of authors and dates cited in the text exactly match those in the
reference list. Cross checking of references in the text to the cited
literature and vice versa is the responsibility of the author.

The style follows the full name according to the ‘World List of Scientific
Periodicals’ latest edition, London. Titles of journals must be written in
FULL (not abbreviated) and references to books should include the
place of publication and the publisher.

Dashes. Hyphen between connecting words; en-dash between ranges e.g.
3-10, B-G, and between opposite words e.g. male- female pairs, size—
frequency, etc.
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