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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar parametros comportamentais
e quimicos entre o caranguejo-aranha Libinia spinosa e sua anémona Calliactis
tricolor. Trés hipdteses foram testadas através de experimentos laboratoriais. O
experimento 01 testou qual sexo e estagio de maturidade de L. spinosa interage de
maneira mais eficiente com C. tricolor. Foram utilizados 10 réplicas de cada grupo
demografico do caranguejo (a excecdo de fémeas jovens, com apenas 06 réplicas)
e 3 anémonas (previamente fixadas em uma pedra) para cada réplica. Os
resultados indicam que o0s caranguejos adultos fixam mais anémonas
(G=4,7596;p=0,0291) e sao mais rapidos para encontra-las
(F=5,03970;p=0,031814), e as fémeas ovigeras fixam mais anémonas
(G=5,3002;p=0,0213) quando comparadas as fémeas néo ovigeras. O experimento
2 avaliou se o reconhecimento entre os parceiros depende de estimulo visual ou
quimico. Foram utilizadas apenas fémeas ovigeras para os demais experimentos,
baseado nos resultados do experimento 1. Dois tratamentos foram utilizados: 1)
uma anémona atras de uma placa preta opaca; 2) uma anémona atras de uma
placa transparente. Ndo foram observadas diferencas entre os tratamentos
(T=0,978763;p=0,347018), o que nos indica que o0s caranguejos encontram as
anémonas por pistas quimicas. No experimento 3 foi testado o tempo e a duracao
do reconhecimento e aclimatacdo entre L. spinosa e C. tricolor. Em uma primeira
fase todos os exemplares (21) de L. spinosa fixaram uma anémona; apdés 3h de
fixacdo foram separados. Na sequéncia, 4 tratamentos se seguiram: Tratamento 1
e 2: 3h de separagdo e novo contato com a mesma anémona, € com outra
anémona, respectivamente; Tratamento 3 e 4: 4 dias de separa¢do e novo contato
com a mesma anémona, e com outra anémona, respectivamente. N&o houve
diferenca em nenhum dos tratamentos (Tratamento 1: T=0,236853;p=0,816202;
Tratamento 2: T=0,856921;p=0,402754; Tratamento 3: T=0,743289;p=0,478564;
Tratamento 4: T=-1,52701;p=0,157747) o que indica que apesar de apresentar
um periodo de aclimatacado este € perdido sempre que os parceiros sao separados.
O presente estudo evidenciou que o padrdo comportamental entre L. spinosa e C.
tricolor é diferente do observado em muitos majoideas, onde os animais menores
ou mais jovens se decoram mais. O reconhecimento entre caranguejo e anémona
nao é visual, e existe um processo antes da fixacdo que pode ser considerado como
aclimatacao, o qual é perdido sempre que ocorre a separagdo dos parceiros. Tais
fatos serviram de base para a seguinte hipotese: “a interacédo entre L. spinosa e C.
tricolor pode ser caracterizada como uma protecdo quimica”.

Palavras-chaves: Anémona, caranguejo, comportamento, Majoidea, simbiose.



ABSTRACT

The present research aimed to assess behavioral and chemical parameters
between spider-crab Libinia spinosa and its symbiotic sea anemone Calliactis
tricolor. Three hypotheses were tested through laboratorial experiments. The
experiment 1 tested which genre and age of L. spinosa interacts more efficiently
with C. tricolor. Were used 10 replications of each demographic group of spider-
crabs (except young females, only with 6 replications) and 3 anemones (previously
placed in one rock) for each replication. The results suggested that adult spider-
crabs placed more (G=4,7596;p=0,0291) and readily find anemones
(F=5,03970;p=0,031814) and the ovigerous females placed more anemones
(G=5,3002;p=0,0213) compared with non-ovigerous. The experiment 2 evaluated
if reconnaissance between partners depends on visual or chemical cues. The other
experiments used only ovigerous females, based on results of experiment 1. Two
treatments were used: 1) one anemone behind opaque black plate; 2) one
anemone behind translucid plate. There were no differences between treats
(T=0,978763;p=0,347018), indicating that crabs find anemones through chemical
cues. The experiment 3 tested the time and duration of reconnaissance and
acclimation between L. spinosa and C. tricolor. In the first phase all specimens (21)
of L. spinosa placed one anemone; and were separated after 3 hours of placement.
Further, 4 treatments followed: Treatment 1 and 2: 3 hours separated and new
contact with the same and other anemone, respectively; Treatment 3 and 4: 4 days
separated and new contact with the same and other anemone, respectively. There
were no difference among treats (Treatment 1: T=0,236853;p=0,816202;
Treatment 2: T=0,856921;p=0,402754; Treatment 3: T=0,743289;p=0,478564;
Treatment 4: T=-1,52701;p=0,157747), indicating that acclimation period do not
persist when partners were separated. This research evidenced that standard
behaviour between L. spinosa and C. tricolor is different of many other observed in
Majoideas, where smaller or younger specimen were more adorned. The
reconnaissance between spider-crab and anemone is not visual, and does exists a
process before placement considered as acclimation, which do not persist when
partners are separated. These facts were basis for the following hypothesis: “The
interaction between L. spinosa and C. tricolor can be characterized as chemical

protection”.

Keywords: anemone, crab, behaviour, Majoidea, symbiosis.



INTRODUCAO

As interacbes interespecificas sdo freqluentes e recebem denominacgdes
diferentes de acordo com sua natureza, e entre os exemplos mais difundidos de tais
interagBes temos o comensalismo e o mutualismo. No comensalismo, onde um dos
organismos é beneficiado e o outro ndo é afetado, como exemplos no ambiente
marinho, podemos citar as interacdes entre as varias espécies de invertebrados
(crustaceos, moluscos, anelideos, equinodermos, entre outros) que vivem
associados com antozoérios e outros cnidarios (White et. al., 1999; Stachowicz e
Hay, 2000; Baeza et al.,, 2002; Than et al.,, 2003; Goto et. al., 2007). O
mutualismo é definido como uma interacdo, onde ambas as espécies envolvidas sdo
beneficiadas, como ocorre entre os corais escleractineos e as zooxantelas (Glynn,

1991).

Por outro lado, a predacao é definida como um tipo de interacdo em que um
dos organismos é beneficiado e o outro é afetado. Como no ambiente natural,
quase todos os animais sao expostos a predacdo, estes tem desenvolvido varios
mecanismos anti-predatérios, como, por exemplo, se esconder em reflgios,
fingirem-se de mortos ou ameacar o predador. Tais comportamentos ocorrem
quando uma presa encontra um predador, e foram categorizados como mecanismos
anti-predatérios secundarios por Robinson (1969). Os mecanismos anti-predatdrios
primarios, por outro lado, atua de maneira indiferente a aparéncia do predador
(Robinson, 1969) e consistem de coloracdo criptica, coloracdo de alarme,

mimetismo, camuflagem, entre outros (Edmunds, 1974).

Na camuflagem existe uma forte interacdo entre o organismo que se
camufla e o seu habitat; esse comportamento requer que o organismo altere sua
coloracdo de acordo com o seu habitat, sua forma e/ou decoracdo (Cott, 1940;
Endler, 1978; Ruxton et al., 2004). Algumas formas de camuflagem sdo naturais,
onde os organismos apresentam mudancas no seu padrdo de coloracdo que séo
geneticamente fixadas (Cott, 1940; Ruxton et al., 2004). Outros organismos
adquirem a camuflagem via comportamento de decoracdo, isto &, pela adesao ou
segurando materiais do seu ambiente para distingui-los de seus predadores
(Wicksten, 1983; Wicksten, 1993; Berke et al., 2006).

A decoracao é muito difundida em varios membros da superfamilia Majoidea,
0s quais aderem organismos sésseis (algas, esponjas, hidroides, briozoarios, ou
outros epibiontes) por cerdas especializadas em seu exoesqueleto (Wicksten, 1978,
1979, 1980, 1993; Wirtz e Diesel, 1983; Woods e MclLay, 1994a e b; Parapar et al.,



1997; Stachowicz e Hay, 1999; Woods e Page, 1999; Schejter e Spivak, 2005;
Winter e Masunari, 2006; Rorandelli et al., 2006, 2007). Entre as funcbes da
decoracao, varios autores sugerem que para 0s Majoidea esse comportamento
funcione como um mecanismo anti-predador (Wilson, 1987; Maldonado e Uriz,
1992; Palma e Steneck, 2001; Than et al., 2003; Hultgren e Stachowicz, 2008),
para estocagem de alimentos (Woods e MclLay,1994a e b; Sato e Wada, 2000;
Rorandelli et al., 2007b) e defesa quimica contra predadores (Stachowicz e Hay,
1999, 2000).

Enquanto a maioria dos caranguejos aranha (Majoidea) apresenta o
comportamento de decoragdo, a maioria das espécies das demais familias ndo o
fazem. Esse padrédo sugere multiplas perdas dessa caracteristica, como € suportado
pelos recentes dados filogenéticos (Hultgren e Stachowicz, 2008). A decoracéo
também ¢é perdida na ontogenia em muitos majoideas, os quais param de se
decorar quando adultos, ou quando existe dimorfismo sexual, onde machos adultos
que apresentam um quelipodo maior diminuem o comportamento de decoracéo,
provavelmente porque em individuos maiores os custos superam os beneficios da
decoracao (Tabela 1). Outros exemplos de invertebrados que param de se decorar
quando adultos incluem os ouricos (Dumont et al., 2007), a maioria dos
gastropodes (Linsley e Yochechelson, 1973) e a maioria dos insetos (Berke et al,
2006). A perda do comportamento decorador na fase adulta seria de esperar se a
decoracdo apresentar custos que superam o0s beneficios, particularmente se os

custos e/ou beneficios mudam durante a ontogenia (Berke e Woodin, 2008).

Tabela 1: Lista de caranguejos Majoideas que se decoram e que apresentam
mudancas ontogenéticas e/ou sexuais (Modificado de Berke e Woodin, 2008). LC
largura da carapaca em mm. As letras subscritas indicam as familias (Martin
Davis 2001). | = Inachidae, E = Epialtidae, P = Pisidae, O = Oregoniidae, Mi
Mithracidae, Ma = Majidae, T = Tychidae.

o

Espécie LC do Referéncia
adulto (em
mm)

A — Sem mudancgas ontogenéticas

Achaeus japonicus ' 10-12 Berke & Woodin, 2008
Achaeus stenorhynchus ' 5-6 Berke & Woodin, 2008
Microphrys bicornutus ™ 15-20 Berke & Woodin, 2008
Micippa platipes ™ Sato & Wada, 2000

Naxia tumida " 30-40 Berke & Woodin, 2008



Notomithrax ursus 30-40 Pack, 1982

Pugettia richit £ 30-40 Jensen, 1995

Pugettia gracilis £ 20-30 Berke & Woodin, 2008
Pelia tumida " 10-15 Jensen, 1995
Podochela curvirostris ' 10-15 Berke & Woodin, 2008
Podochela hemphillit ' M: 15-20 Jensen, 1995

F: 8-10

Podochela sydneyi ' 10-15 Berke & Woodin, 2008
Thacanophrys filholi ™ 20-30 Woods & Page, 1999

B — Mudancas ontogenéticas em ambos 0s sexos

Loxorhynchus grandis ° 80-60 Berke & Woodin, 2008,
Wicksten, 1979a; MacGinitie &
MacGinitie, 1968

Libinia dubia " 40-50 Berke & Woodin, 2008,
Stachowicz & Hay, 1999

Libinia emarginata " 40-50 Berke & Woodin, 2008

Libinia spinosa 28-79 Presente estudo

Maja squinado "@ 80-200 MacGinitie & MacGinitie, 1968;
Parapar et al., 1997

Macrocheira kaempfer i' 200-300 Wicksten, 1993

Maiopsis panamensis M2 M: 140-310 Berke & Woodin, 2008,

Wicksten, 1979b; Villalejo-
F: 120-160 Fuerte et al., 2001

Pugettia producta © 50-70 Berke & Woodin, 2008, Mastro,
1981
Stenocionops furcatus ™ 80-100 Berke & Woodin, 2008

C — Mudancas ontogenéticas sexualmente dimorficas

Chorillia longipes ” 20-30 Berke & Woodin, 2008
Hyas araneus © 30-40 Berke & Woodin, 2008
Libinia spinosa 28-79 Presente estudo

Loxorhynchus crispatus ” M: 70-120 Berke & Woodin, 2008,

Wicksten, 1979a;
F: 50-80

Oregonia gracilis ° 20-30 Berke & Woodin, 2008



Oregonia bifurca ° 20-30 Berke & Woodin, 2008
Eurypodius latreillei ' 30-50 Berke & Woodin, 2008

Pisa tetraodon © 20-30 Berke & Woodin, 2008

As estratégias de camuflagem, tais como a decoracdo e a mudanca de
coloracdo, também podem ter um custo, dependendo do tempo e da escala na qual
tal comportamento ocorre (Wicksten 1983; Padilla e Adolph, 1996; Berke et al.,
2006; Dumont et al., 2007). No entanto, os custos adicionais da decoracdo foram
demonstrados apenas para caranguejos ermitdes que carregam conchas (Mclean e
Mariscal, 1973; Bach e Herrnkind, 1980; Brooks e Mariscal, 1986; Herreid & Full
1986; Brooks, 1988, 1989), um sistema sem duvida muito diferente da decoracéo
em Majoideos (Berke e Woodin, 2008).

A utilizacdo das diferentes estratégias de camuflagem também pode
necessitar do desenvolvimento de sistemas sensoriais apropriados (e
potencialmente caros) facilitando a selecdo de habitats, ou de materiais de
decoracdo, maximizando assim a parceria (Ruxton et al., 2004). Nesse sentido,
muitos decapodos apresentam padrées comportamentais especificos na escolha do
seu simbionte, como, por exemplo, as pistas quimicas, as quais sao usadas para
reconhecer e escolher entre os diferentes hospedeiros (Ache e Davenport, 1972;
Derby e Atema, 1980; Guo et al., 1996; Brooks e Rittschof, 1995), registrado em
camardes de aguas tropicais que vivem associados com anémonas (Duffy, 1992;
Gwaltney e Brooks, 1994; Guo et al., 1996; VandenSpiegel et al., 1998; Jonsson et
al., 2001) e varias espécies de porcelanideos (Ache e Davenport, 1972; Guo et al.,
1996; Brooks e Rittschof, 1995; Baeza e Stotz, 2001) , e em Majideas (Giese et al.,
1996).

No ambiente marinho as interacbes mais conhecidas sdo aquelas entre os
cnidarios, especificamente as anémonas-do-mar, € uma grande variedade de
vertebrados e invertebrados. Entre os exemplos de vertebrados, os exemplos mias
estudados estdo entre as varias espécies de peixes que vivem associados as
anémonas, também conhecidos como “peixe-palhaco” (Davenport e Norris, 1958;
Elliott e Mariscal, 1996; Mebs, 2009). Quanto aos invertebrados encontramos desde
aqueles em que as anémonas servem de local de abrigo e protecdo a varias
espécies de decapodos (Baeza et. al., 2001 e 2002; Baeza e Stotz, 2003; Jonsson
et. al., 2004; Baeza, 2007), até os exemplos em que as anémonas vivem

associadas a varios tipos de substratos animados, como em muitos decapodos
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(Mclean e Mariscal, 1973; Bach e Herrnkind, 1980; Wicksten, 1985; Brooks e
Mariscal, 1986; Brooks, 1988, 1989; Guinot et al., 1995; Chintiroglou et al., 1996).

Para que a associacdo entre as anémonas e seus simbiontes ocorra, é
necessario um processo de reconhecimento entre os parceiros, uma vez que tanto
0s tentaculos, assim como o muco que recobre o corpo das anémonas sdo dotados
de nematocistos que injetam toxinas quando estimulados mecanicamente (Mebs,
2009). Assim, para evitar que o0s nematocistos sejam disparados quando o
simbionte entra em contato com anémona, 0s parceiros passam pelo processo de
aclimatacdo, o qual ocorre no primeiro contato e toda vez que 0s parceiros
permanecem separados por certo periodo de tempo. Este processo ja foi observado
para varias espécies de peixes (Lubbock, 1980; Brooks e Mariscal, 1984), camardes
do género Periclimenes (Levine e Blanchard, 1980; Crawford, 1992), porcelanideos
(Giese et al., 1996; Mebs, 2009) e majoideos (Weinbauer et al., 1982; Giese et al.,
1996; Rorandelli et al., 2007; Mebs, 2009). Um consenso geral até o momento, é
que todos os simbiontes que vivem associados com as anémonas (vertebrados ou
invertebrados) apresentam um muco protetor que atua como uma “camuflagem
quimica” ou um “mimetismo macromolecular”, evitando assim o reconhecimento

pela anémona e a descarga dos seus nematocistos (Mebs, 2009).

No entanto, para o litoral Brasileiro existem poucos registros na
literatura sobre as associacbes e/ou comportamento decorador de majoideas,
sendo registrado até o momento as associacdes entre as espécies de Libinia (L.
spinosa e L. ferreirae) e a sua anémona Calliactis tricolor (Nogueira Jr. et al., 2006;
Winter e Masunari, 2006), as ultimas sendo registradas apenas associadas a
substratos animados. Devido a evidente auséncia de dados sobre este tipo de
relacdo comportamental e/ou quimica entre as espécies de Libinia e sua anémona
simbidtica, o presente trabalho optou por realizar experimentos em laboratério com
a espécie mais abundante de Majoidea no litoral de Sao Paulo (L. spinosa) e seu
simbionte mais abundante (C. tricolor) e tentar elucidar algumas questdes

comportamentais importantes nessa associacao.



OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi estudar através de experimentos em
laboratério alguns pardmetros comportamentais e quimicos entre o caranguejo-
aranha Libinia spinosa e sua anémona simbionte Calliactis tricolor. Para tanto trés

foram os objetivos especificos:

a) Determinar o sexo e o estagio de maturidade do hospedeiro L. spinosa que
interage de maneira mais eficiente com C. tricolor, considerando o tempo e o

nuamero de interacao;

b) Avaliar se o reconhecimento entre os parceiros (L. spinosa e C. tricolor) depende

de um estimulo visual ou quimico;

c) Descrever o tempo e a duracdo do reconhecimento e aclimatacdo entre L.

spinosa e C. tricolor.

Dentro destes objetivos desprenderam-se algumas hipéteses que foram

testadas:

Hipotese 1: Individuos de todos os grupos demograficos (machos e fémeas
adultos e jovens) de L. spinosa interagem da mesma maneira (qualitativamente e

quantitativamente) com as anémonas C. tricolor;

Hipotese 2: O caranguejo L. spinosa reconhece a anémona C. tricolor no

ambiente através de estimulos quimicos;

Hipotese 3: Existe um periodo de aclimatacdo entre o caranguejo e a

anémona antes da fixacao.



MATERIAL E METODOS
Coleta e manutencao dos animais

Os exemplares do caranguejo L. spinosa e da anémona C. tricolor foram
coletados utilizando um barco de pesca comercial de camarao, equipado com rede
de arrasto de fundo do tipo “Otter trawl”. Apds as coletas foram realizadas a
identificagdo dos animais: os caranguejos segundo Melo (1996), e as anémonas
segundo Corréa (1964), os quais foram mantidos em caixas plasticas com troca

constante de agua.

Apébs o desembarque os animais foram levados ao laboratério e mantidos em
caixas plasticas com 31,5 cm de altura, 39 cm de largura e 62 cm de comprimento
(caixa padrao), onde os caranguejos foram separados em grupos de 6 animais por
caixa, enquanto as anémonas em grupos de 30 animais por caixa, 0s quais foram
mantidos separados por um periodo minimo de 4 dias, para evitar qualquer tipo de

reconhecimento entre o caranguejo e a anémona.

Durante o periodo de permanéncia em laboratério os animais foram
mantidos com aeracdo e temperatura constante, fotoperiodo natural e com
alimentacao diaria realizada sempre as 19 horas com camarado para 0s caranguejos,
e Artemia sp. para as anémonas. Toda a manipulacdo do alimento e dos animais foi
realizada com luvas de latex para evitar a contaminacdo dos animais com odores

diferentes.

Experimento 0O1l: Associagcdo entre os grupos demograficos de Libinia

spinosa e a anémona Calliactis tricolor
Aclimatacao

Apés o periodo de separacdo de quatro dias, os caranguejos foram
analisados quanto ao sexo (com base no numero de pleépodos) e mensurados
quanto a largura maxima da carapaca (em mm). Foram utilizados, 46 exemplares
de L. spinosa, sendo 10 réplicas para cada um dos grupos: machos jovens e
adultos; fémeas adultas e ovigeras, e seis réplicas para fémeas jovens (devido a
dificuldade de coletar exemplares dessa categoria). Foram considerados jovens
animais com até 40 mm de largura de carapaca e adultos acima de 40 mm,
baseado no tamanho da menor fémea ovigera amostrada. Cada exemplar foi
colocado isoladamente em uma caixa padrdo com sedimento de cascalho de
conchas (01 cm de profundidade), onde permaneceu por trés dias para aclimatacéo

antes do inicio dos experimentos.



Para cada exemplar de L. spinosa foram utilizadas trés anémonas,
mensuradas quanto ao didmetro do disco podal (em mm); as anémonas foram
selecionadas baseadas no tamanho da largura da carapaca do caranguejo, onde as
anémonas apresentaram tamanhos menores que 0s caranguejos, variando até 20
mm entre elas. Antes do inicio dos experimentos, cada grupo de trés anémonas foi
mantido em caixas plasticas (25 x 14 x 05 cm) por 24 horas de isolamento, onde
foi inserida uma pedra de Miracema (20 x 10 cm) como substrato para fixacao;
apos esse periodo de isolamento e fixacdo das anémonas no substrato oferecido,

estas foram transferidas para a caixa do experimento.
Procedimento experimental

Este experimento foi desenhado para testar se todos os grupos demograficos
(machos jovens e adultos, fémeas jovens, adultas e ovigeras) de L. spinosa
interagem da mesma maneira (qualitativamente e quantitativamente) com sua

anémona C. tricolor.

Para cada réplica foi utilizada a caixa padrdao (01 cm de sedimento de
cascalho de concha), com agua que nédo entrou em contato com 0s animais, onde
foram inseridas as trés anémonas (ja fixadas na pedra); em seguida cada exemplar
de L. spinosa foi retirado da caixa de aclimatacédo e inserido nesta caixa com sua
regido frontal virada para o lado oposto, a 20 cm de distdncia das anémonas. O
tempo necessario para iniciar a interagdo com cada anémona e a quantidade de

anémonas fixadas por cada exemplar de L. spinosa foram registrados.

O experimento iniciou as 20:00 horas (devido ao habito noturno de L.
spinosa), com duracao total de 24 horas. Durante esse periodo todo experimento
foi filmado utilizando um computador e uma “webcam” com resolucdo de 320x240
e armazenadas e HD externo. Para observacdo noturna sem interrupgdo do
fotoperiodo natural, foi utilizada iluminacdo vermelha de 15 W, conforme descrito
por Woods e Mclay (1994a e b).

Analise de dados

O tempo necesséario para o primeiro contato com a anémona, € o nimero de
anémonas fixadas entre os grupos demograficos (machos e fémeas, adultos e
jovens) foi analisado utilizando ANOVA fatorial. Para analise do tempo de
manipulacdo e de fixagdo ndo foram utilizados os jovens, pois apenas um macho
jovem fixou duas anémonas; nesse caso foi utilizado o teste-t para comparacgao

entre machos e fémeas adultos. Na avaliagdo do nUumero de caranguejos que
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fixaram anémonas foi utilizado o teste Goodman para comparacdo entre machos e

fémeas e entre adultos e jovens.

A condicdo de fémeas ovigeras e adultas nao ovigeras foi avaliada
separadamente, utilizando o teste-t para analisar o nUmero de anémonas fixadas, o
tempo necessario para o0 primeiro contato com a anémona, o0 tempo de
manipulacédo e o tempo de fixacdo, e o teste Goodman para comparacdo do numero

de anémonas fixadas nos dois grupos.

Experimento 02: Reconhecimento visual ou quimico entre Libina spinosa e

Calliactis tricolor
Aclimatacao

Baseado nos resultados obtidos no experimento O1 apenas fémeas ovigeras
foram utilizadas nesse experimento. Os procedimentos experimentais de
aclimatacdo foram os mesmos descritos para o experimento 01, tanto para os
caranguejos como para as anémonas. Foram utilizados 14 exemplares de fémeas
ovigreas de L. spinosa, sendo 07 exemplares para cada um dos grupos: com
contato visual e sem contato visual, e apenas uma anémona (com diametro

variando entre 22 e 46 mm) para cada fémea ovigera.
Procedimento experimental

Este experimento visou testar se o primeiro contato entre L. spinosa e C.
tricolor ocorre por mediagdo quimica ou visual, para tanto dois tratamentos foram

idealizados:

1) Tratamento 1: O contato visual entre o caranguejo e a anémona foi impedido.
Para isso uma placa de plastico opaco, de 20 cm de largura e 30 cm de altura, foi

colocada a 20 cm de uma das extremidades da caixa, colada a lateral e ao fundo;

2) Tratamento 2: O contato visual entre o caranguejo a anémona foi permito.

Nesse caso, uma placa de vidro transparente, de 20 cm de largura e 30 cm de
altura, foi colocada a 20 cm de uma das extremidades da caixa, colada a lateral e

ao fundo.

Para cada réplica dos dois tratamentos foi inserido um exemplar de C.
tricolor fixo a um substrato (pedra de Miracema) atras da placa. Com o objetivo de
evitar o efeito da manipulacdo dos animais no inicio do experimento, cada fémea

ovigera de L. spinosa foi retirada de sua caixa de aclimatacédo e inserida na caixa do
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experimento dentro de um tubo de plastico branco opaco, com 30 cm de altura e
20 centimetros de diametro, na extremidade oposta a anémona, onde permaneceu
por 5 minutos antes de ser liberada. Apds sua liberacdo, foi registrado o tempo
para o primeiro contato. A hora de inicio, tempo de duracao, a forma de filmagem e

armazenamento dos dados foram os mesmo utilizados no experimento 01.
Andlise de dados

O tempo para o primeiro contato entre as fémeas ovigeras de L. spinosa e C.
tricolor foi analisado entre os grupos com contato visual e sem contato visual

utilizando o teste-t.
Experimento 03: Aclimatacao entre Libina spinosa e Calliactis tricolor
Aclimatacéao

Baseado nos resultados obtidos no experimento 01 apenas fémeas ovigeras
foram utilizados nesse experimento. Os procedimentos experimentais de
aclimatacdo foram os mesmos descritos para o experimento 01, tanto para os
caranguejos (com 31 exemplares) como para as anémonas (uma para cada

réplica).
Procedimento experimental

Baseado em Crawford (1992), o qual evidenciou que o camarao Periclimenes
anthophilus completa o seu processo de aclimatacdo em 02:40 h com sua anémona
simbidtica Condylactis gigantea e perdem esta aclimatacdo apdés 3 dias e meio
separados, este experimento teve como objetivo testar se na interacdo entre L.
spinosa e C. tricolor ocorre um periodo de aclimatacao, e qual o tempo de duracao

dessa aclimatacdo quando os parceiros sao separados.

Os animais foram colocados nas caixas dos experimentos seguindo o0s
mesmo procedimentos do experimento 01. Apds a fixacdo das anémonas os
parceiros foram mantidos por 3 horas juntos e em seguida foram divididos em 04

grupos (tratamentos):

1) Tratamento O1l: com nove réplicas de L. spinosa e sua anémona C. tricolor
foram separados e individualizados por um periodo de 03 horas e, ap0s esse

periodo, o mesmo exemplar de anémona foi inserido na caixa;

2) Tratamento 02: com dez réplicas de L. spinosa e sua anémona C. tricolor

foram separados e individualizados por um periodo de 03 horas e, apds esse
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periodo, outro exemplar de anémona (que ndo entrou em contato

anteriormente com nenhum hospedeiro) foi inserido na caixa;

3) Tratamento 03: com cinco réplicas de L. spinosa e sua anémona C. tricolor
foram separados e individualizados por um periodo de quatro dias e, apés

esse periodo, 0 mesmo exemplar de anémona foi inserido na caixa;

4) Tratamento 04: com sete réplicas de L. spinosa e sua anémona C. tricolor
foram separados e individualizados por um periodo de quatro dias e, apo6s
esse periodo, outro exemplar de anémona (que nao entrou em contato

anteriormente com nenhum hospedeiro) foi inserido na caixa.

As anémonas foram separadas dos caranguejos manualmente descolando-as
cuidadosamente a partir das laterais do disco podal, e em seguida ambos foram
colocados em caixas separadas com agua que nao entrou em contato com os
animais. Para o segundo contato entre os parceiros, o experimento foi realizado em
uma caixa com agua que nao entrou em contato com 0s animais, e 0s
procedimentos para liberacdo dos animais nas caixas, assim como os dados
anotados foram os mesmos do primeiro contato. A hora de inicio, tempo de
duracdo, a forma de filmagem e armazenamento dos dados foram os mesmos

utilizados no experimento O1.
Analise de dados

Foram analisados para cada tratamento dois momentos, o primeiro contato
e 0 segundo contato entre os parceiros, 0s quais foram avaliados quanto ao tempo
necessario para o primeiro contato com a anémona, tempo de manipulacdo e o

tempo de fixacéo, utilizando o teste-t.
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RESULTADOS
Etograma

Os padrbes comportamentais de L. spinosa quando em contato com C.

tricolor foram:

1) o primeiro quando L. spinosa “encontra” a anémona ocorre quando o
caranguejo passa perto da anémona percebe sua presenca e entra em

contato com o quelipodo;

2) o segundo, que pode ocorrer logo ap6és o primeiro ou muito tempo depois,
chamado de “manipulacao”, se caracteriza pelo caranguejo ficar
manipulando a anémona com seu quelipodo e levando o mesmo ao seu
aparelho bucal enquanto a anémona esta fixada na pedra, em seguida ele
retira a anémona da pedra utilizando todos seus apéndices locomotores e
volta a manipular a anémona e levar o quelipodo ao aparelho bucal, o que

precede o terceiro momento, chamado de “fixacdo”;

3) a “fixacdo” é caracterizada pelo caranguejo levar a anémona ao dorso de sua
carapaca e segurando-a até que ela se fixe, e s6 entdo o caranguejo solta a

anémona.

Para todos os 54 exemplares de L. spinosa que fixaram anémonas
ocorreram os trés momentos, e, para os 37 exemplares que néo fixaram nenhuma
anémona, e para aqueles exemplares que nem encontraram as anémonas, 2
caranguejos apresentaram o padrdo descrito como “encontro” , e 33 desses
exemplares chegaram ao segundo momento (manipulagdo), mas ndo chegaram a

fixara anémona.
Experimento 1

As interacbes entre os grupos demogréaficos, machos e fémeas (sexo), e
adultos e jovens (maturidade) de L. spinosa com C. tricolor foram analisadas
quanto ao numero de anémonas fixadas e o tempo para ocorrer primeiro encontro
entre os parceiros. Os resultados indicam que os caranguejos adultos entram em
contato com as anémonas em tempo significativamente menor (tempo médio
8167,35s) (p< 0,05) do que jovens (tempo médio 23426s) (Tabela 2). Em relacédo
ao numero de caranguejos que fixaram pelo menos uma anémona n&o houve

diferenca significativa entre machos e fémeas (G=0,2030, p=0,6523), ja entre
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adultos e jovens houve diferenca significativa (G=4,7596, p=0,0291) sendo que

mais adultos fixaram anémonas (Figura 1).

Em relacdo ao tempo de manipulacdo e fixacdo das anémonas, apenas
individuos adultos de L. spinosa fixaram anémonas suficientes para serem
utilizados nas analises estatisticas, pois apenas um macho jovem fixou duas

anémonas, e nao houve diferenca significativa entre os sexos (Tabela 3).

Tabela 2 - Interacdo entre machos e fémeas (sexo) e adultos e jovens
(maturidade) de Libinia spinosa com a anémona Calliactis tricolor. ANOVA fatorial e
o valor de p < 0,05 indicando diferencgas significativas.

Interacéo sexo x

Sexo Maturidade maturidade

F gl P F gl p F gl P

NUmero de
anémonas 0.165232 1 0.687090 2.643718 1 0.113769 0.165232 1 0.687090
fixadas

Tempopara ;5756 1 0.160170 5.03970 1 0.031814 0.02011 1 0.888131

1°© contato

25

a

20 4
2 b
Q 15 - o e .
D ONdo fixou a anémona
:% Calliactistricolor
=
i 10 + . R )
% M Fixoua anémona
ol Calliactis tricolor
-

5 .

O 4

Adultos Jovens

Libinia spinosa

Figura 1 — Numero de adultos e jovens de Libinia spinosa que fixaram a anémona
Calliactis tricolor. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p< 0,05).

15



Tabela 3 — Interacdo entre machos e fémeas de Libinia spinosa com a anémona
Calliactis tricolor. Teste-t, graus de liberdade e valores de p.

Sexo
T Gl p
Tempo de manipulacédo -1.47731 5 0.199634
Tempo de fixagcdo -1.14902 5 0.302525

Os resultados apresentados na tabela 4 sdo referentes as analises entre
fémeas ovigeras e nado ovigeras, quanto ao niumero de anémonas fixadas, o tempo
para a realizacdo do primeiro contato entre os parceiros, o tempo de manipulacdo e
o tempo de fixagcdo das anémonas, ndo sendo observada diferenca significativa em
nenhuma das variaveis (p > 0,05). Foi observado que o numero de fémeas
ovigeras que fixaram anémonas foi significativamente superior (G= 5,3002, p=

0,0213) ao de fémeas néo ovigeras (Figura 2).

Tabela 4 — Interacdo entre fémeas ovigeras e fémeas ndo ovigeras de Libinia
spinosa com a anémona Calliactis tricolor. Teste-t, graus de liberdade e valores de

P.

Fémeas x fémeas ovigeras

T gl P
Numero de anémonas fixadas 1.963961 18 0.065169
Tempo para 1° contato -1.28871 18 0.213815
Tempo de manipulacédo -0.196887 9 0.848290
Tempo de fixagdo -2.04696 9 0.070962
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Figura 2 — Numero de fémeas ovigeras e ndo ovigeras de Libinia spinosa que
fixaram a anémona Calliactis tricolor. Letras diferentes representam diferenca
significativa (p< 0,05).

Experimento 2

O tempo necessario para L. spinosa encontrar a anémona C. tricolor ndo
diferiu significativa entre os tratamentos com contato visual entre os parceiros e

sem contato visual entre os parceiros (p > 0,05) (Tabela 5).

Tabela 5 — Interacdo entre fémeas ovigeras de Libinia spinosa com a anémona
Calliactis tricolor nos tratamentos com contato visual e sem contato visual. Teste-t.

Contato visual x sem contato visual

T gl p

Tempo para 1° contato 0.978763 12 0.347018

Experimento 3

Foram comparados dois momentos em cada tratamento, o primeiro encontro
entre L. spinosa e C. tricolor, e 0 segundo encontro apds um periodo de separacao
e nao foi observada diferenca significativa (p > 0,05) em nenhum dos tratamentos
(Tabela 6).
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DISCUSSAO

A associacdo entre Majoideos com organismos simbiontes ja foi registrada
na literatura por varios autores (Wicksten, 1993; Acufia et al., 2003; Than et al.,
2003; Nogueira Junior e Haddad, 2005; Nogueira Junior et al., 2006; Rorandellii et
al., 2006), mas poucos estudos abordam os padrdes comportamentais de tal
interacdo. Esse tipo de interacdo ndo é restrito aos Majoidea, sendo que muitos
outros decapodos também apresentam uma relacdo de simbiose e/ou decoracao
com varios outros invertebrados sésseis (Mclean e Mariscal, 1973; Bach e
Herrnkind, 1980; Brooks e Mariscal, 1986; Brooks, 1988, 1989; Weissberger,
1995; Baeza et al., 2002). No entanto, as associa¢cfes mais comuns sdo aquelas
registradas entre os caranguejo-aranha e varias espécies de anémonas (Wicksten,
1993; Nogueira Junior et al., 2006; Rorandellii et al., 2006, 2007).

Entre os trabalhos que relatam esse padrdo comportamental, Rorandelli et al.
(2006) observaram nove comportamentos realizados pelo caranguejo-aranha
Inachus phalangium, quando presente com a anémona Anemonia viridis (e alguns
géneros de algas), tais como a agressividade, predacdo, pré-fixacdo, display,
fixacdo, alimentacédo, limpeza, e duas formas de locomog¢&o. No presente estudo L.
spinosa apresentou 03 padrfes comportamentais denominados de encontro,
manipulacdo e fixacdo. Diferente ao registrado por Rorandelli et al. (2006), no
presente estudo o contato entre L. spinosa e C. tricolor iniciou-se quando o
caranguejo tocava a anémona com o quelipodo, enquanto para |. phalangium e A.
viridis esse contato inicial foi realizado com o 2° par de pereiépodos do caranguejo,
ou simplesmente erguia os pereidpodos e se exibia. Essa diferenca no contato
inicial entre os caranguejos-aranha provavelmente esta relacionada com o fato de
que no trabalho de Rorandelli et al. (2006), os caranguejos foram mantidos em
aquarios com 6 a 8 individuos adultos, enquanto no presente estudo, os
exemplares de L. spinosa foram mantidos separadamente em aquarios individuais,
com o intuito de se avaliar o comportamento entre o caranguejo e a anémona, sem

a interferéncia de co-especificos.

ApOs esse contato inicial (o encontro), L. spinosa exibiu um comportamento
de manipulacdo, que nao diferiu entre os exemplares. Tal comportamento foi
caracterizado pela constante manipulacdo dos quelipodos, assim como dos
apéndices locomotores de L. spinosa, os quais foram frequentemente levados ao
aparelho bucal do caranguejo, apés entrarem em contato com C. tricolor.
Comportamento similar foi registrado por Rorandelli et al. (2006), onde 1.

phalangium retirava o epitélio de A. viridis e ingeria esse material. Esse
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comportamento esta relacionado com um possivel processo de aclimatacdo entre
eles, onde o caranguejo acumula o muco da anémona na superficie do seu corpo e
usam como um “mimetismo molecular” para evitar serem reconhecidos pela
anémona como presa potencial (Weinbauer et al., 1982; Shick, 1991; Rorandelli et
al., 2006, 2007).

Muitos caranguejos que se decoram apresentam diferencas quantitativas na
decoracdo dependendo do tamanho e do estagio de vida em que se encontram
(tabela 1). As mudancas ontogenéticas na decoracdo dos Majoidea tém sido
interpretadas para retratar uma selecdo ineficaz aos comportamentos cripticos,
uma vez que os individuos cresceram o suficiente para alcancar um tamanho e se
refugiar de predadores (Stachowicz e Hay, 1999). No entanto, entre os majoideas
encontramos desde caranguejos que se decoram em todo seu ciclo de vida (quando
jovens e adultos), outros que se decoram apenas quando jovens, e ainda outros
que apresentam diferencas na decoracdo em funcdo do dimorfismo sexual (tabela
1). Berke e Woodin (2008) evidenciaram que todas as formas de decoracédo
ocorrem em muitas familias de Majoidea, e que algumas familias abrangem todas
as trés formas de decoracdo, e sugerem que processos ecoldgicos e evolutivos

estdo envolvidos , além do que pura restricdo filogenética.

Baseado em tal hipoétese, Berke e Woodin (2008) sugerem padrdes no
comportamento de decoracdo em Majoideas que surgem a partir das interacdes
entre metabolismo, tamanho do corpo ou quelipodo, e risco de predacdo. Se o risco
de predacdo estd inversamente relacionado ao tamanho do corpo (Stachowicz e
Hay, 1999), adultos pequenos experimentam alto risco de predacdo e, portanto,
forte sele¢cdo para um comportamento criptico ao longo de sua vida. Adultos
grandes experimentam baixo risco de predacdo e, dessa forma, pouca pressao
seletiva para um comportamento criptico; assim, em funcdo dos custos para
executar a decoragdo ocorre a perda ontogenética da decoracdo em ambos os
sexos. Adultos de tamanho médio tém moderado risco de predacdo, e a
importancia seletiva de qual sexo poderia se decorar (decoracdo sexualmente
dimérfica) ocorre devido ao fato de que: 1) os machos reduzem mais o risco de
predacdo com seus quelipodos maiores; 2) as fémeas carregam 0s Ovos por um
longo periodo, evitando os predadores e tornando-se mais cripticas do que os
machos. Fémeas de tamanho médio sdo assim selecionadas para continuar se
decorando, enquanto machos de tamanho médio sdo selecionados para deixar a

decoracao e investir no crescimento do quelipodo.
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Os resultados obtidos no presente estudo evidenciam que a interacdo entre
L. spinosa e C. tricolor ocorre intensivamente na fase adulta desses caranguejos
(decoracdo com mudancgas ontogenéticas) e as fémeas ovigeras fixam mais
anémonas do que as fémeas ndo ovigeras (decoracdo sexualmente dimorfica).
Assim, de acordo com as hip6teses de Berke e Woodin (2008), os majoideas que
apresentam decoracdo sexualmente dimorfica, como é o caso de L. spinosa,
apresentam tamanhos intermediarios (tabela 1). Segundo esses mesmos autores,
devido ao fato do risco de predacdo ser dependente do habitat, e porque a energia
gasta na decoracdo varia entre as espécies, essa categoria pode apresentar
fronteiras discretas; o “ponto de inflexdo” entre mudanc¢as ontogenéticas dimaorficas
e ndo dimérficas é bastante variavel. Por exemplo, Libinia spp. e Eurypodius
latreillei apresentam sobreposicdo no tamanho (largura da carapaca) do adulto
(tabela 1), embora E. latreillei se decore dimorficamente e Libinia spp. n&o.
Entretanto Libinia spp. tem uma perna maior e exoesqueleto de extensdo mais
grossa do que E. latreillei, o qual pode reduzir o risco de predacdo no adulto.
Corroborando as hipoteses apresentadas acima, no presente estudo L. spinosa
também sobrepde o seu tamanho com as espécies acima citadas, e apresenta
padrédo de decoracdo o qual se enquadra nas duas categorias: com mudancas

ontogenéticas, e decoracdo sexualmente dimorfica.

O caranguejo aranha Libinia ferrerae, uma espécie comum no litoral
brasileiro, apresenta o comportamento de decoracdo com a anémona C. tricolor
apenas quando adulto; quando jovem esses caranguejos vivem associado a
cifomedusa Lychnorhiza lucerna e a funcdo exata de tal associacdo ainda nao esta
totalmente esclarecida na literatura. Essa espécie s6 entra em associagdo com a
anémona quando passam a viver nos bentos (Winter e Masunari, 2006). No
presente estudo, os jovens de L. spinosa interagem menos com as anémonas
(apenas um jovem fixou a anémona C. tricolor); possivelmente possuem outras

formas de protecdo, como evidenciado para L. ferreira.

No ambiente marinho o reconhecimento entre 0s organismos pode acontecer
visualmente, quimicamente, ou por uma interacdo desses fatores. Muitas
associacdes simbidticas sdo mediadas por pistas quimicas como as associacdes
entre os as varias espécies de peixes e anémonas (Fautin e Allen, 1997; Mebs,
2009), camarbes e anémonas (Jonsson et al., 2001), anémonas e anomuros
(Brooks, 1991; Brooks e Rittschof, 1995), majoideas e poriferos (Stachowicz e Hay,
2000) e majoideas e anémonas (Giese et al., 1996; Wirtz, 1997). Neste estudo nao

houve diferenca entre os tratamentos com contato visual e sem contato visual na
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associacdo entre L. spinosa e C. tricolor. Assim, entre estes simbiontes o contato
visual ndo influencia a interacdo, e provavelmente o reconhecimento no ambiente

acontece através de pistas quimicas.

As anémonas produzem toxinas que sao liberadas através dos nematocistos
e pela secrecdo de muco; tais toxinas sado utilizadas para captura de presa e
também como protecdo contra predadores (Mebs, 2009). Dessa forma, os animais
que vivem em simbiose com anémonas, ou se decoram com as mesmas, estas
passam a servir como protecdo extra contra predadores (visuais ou n&do) como
observado para anomuros (Mclean e Mariscal, 1973; Bach e Herrnkind, 1980;
Brooks e Mariscal, 1986; Brooks, 1988 e 1989; Baeza et al., 2002), e caranguejos
Majoideas (Giese et al., 1996; Stachowicz e Hay,1999; Than et al., 2003; Berke e
Woodin, 2008). Contudo existe um problema para os simbiontes de anémonas, pois
assim como para outros animais, as toxinas injetadas pelos nematocistos séo
toxicas para os simbiontes (Giese et. al., 1996, Mebs, 2009). Muitos estudos foram
realizados com peixes simbiontes de anémonas para tentar compreender como 0s
nematocistos com toxinas ndo sao disparados (Lubbock, 1980; Brooks e Mariscal,
1984; Elliott et. al. 1994; Elliott e Mariscal, 1997), e foi observado que, em geral,
existe um periodo de aclimatacdo onde esses peixes adquirem uma cobertura de
muco, a qual funciona como uma camuflagem quimica, e evitam o disparo dos

nematocistos.

Tal processo de aclimatacdo ja foi descrito para varias espécies de
crustaceos, como para os camardes Periclimenes rathbunae e Periclimenes
anthophilus e suas anémonas simbiontes Stoichactis helianthus e Condylactis
gigantea (Levine e Blanchard, 1980; Crawford, 1992) outras espécies de camardes
(Giese et al., 1996; Jonsson et al., 2001), anomuros (Giese et al., 1996), e
caranguejos majoideas (Giese et al., 1996; Rorandelli et al., 2007). Na associagao
entre o majoideo Inachus phalangium e a anémona em que vive Anemonia viridis,
0S caranguejos gastam quase um terco do seu tempo estabelecendo e mantendo
ativamente a relacdo com seu hospedeiro (Rorandelli et al., 2007). A prépria
anémona parece estar relacionada ao processo de aclimatacdo, a qual permite I.
phalangium a evitar a liberacdo dos nematocistos e o0 inicio da resposta de
alimentacdo pelo hospedeiro antozoario, como sugerido por outros autores
(Weinbauer et al., 1982).

No presente estudo observou-se um periodo de manipulacdo antes da
fixacdo, onde L. spinosa a todo o momento encosta seu quelipodo na anémona C.

tricolor e posteriormente leva ao aparelho bucal. Este processo foi considerado
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como aclimatagcdo e ocorreu mesmo apo6s o periodo de 3 horas de separacao entre
L. spinosa e C. tricolor. Portanto, aparentemente existe um reconhecimento entre
0s parceiros, mas, este € perdido sempre que sdo separados sendo necessario um

novo processo de aclimatacgéo.

Em resumo, o presente estudo evidenciou que o padrdo comportamental
entre L. spinosa e C. tricolor é diferente do observado em muitos majoideas (tabela
1), onde, ao contrario do que observado aqui, 0s animais menores ou mais jovens
se decoram mais. Como o habitat natural de L. spinosa no litoral brasileiro é
caracterizado por fundo inconsolidado e sedimento areno-lodoso (observacéo
pessoal), parece pouco provavel que a interacao entre L. spinosa e C. tricolor tenha
como funcdo a camuflagem, visto que nesse tipo de ambiente poucos predadores
usam a visdo como mecanismos de captura de alimento. Além dessa constatacéo, o
reconhecimento entre caranguejo e anémona néo é visual, e existe um processo
antes da fixacdo que pode ser considerado como aclimatagdo, o qual é perdido
sempre que ocorre a separacao dos parceiros. Tais fatos serviram de base para a
seguinte hipdtese: “a interagdo entre L. spinosa e C. tricolor pode ser caracterizada
como uma protecdo quimica ao hospedeiro”. Contudo estes sdo 0s Unicos dados

existentes para esta interacdo, e muitas sdo as perguntas que restam.

Muitos estudos serdo necessarios para elucidar todas as particularidades
dessa interacdo, como experimentos com L. spinosa e C. tricolor na presenca de
predadores, onde sera possivel avaliar se tal interacdo realmente atua como
protecdo quimica para L. spinosa; corroborar, com experimentos mais especificos,
se o0 reconhecimento entre os parceiros ocorre por mediacdo quimica ou ao acaso;
e, principalmente, quais o0os possiveis meios de protecdo de jovens. Enquanto
muitas questdes permanecem, esta claro que o sistema de decoragdo dos
caranguejos é um rico exemplo empirico de como os fatores fisioloégicos e
evolutivos podem interagir em conjunto na variacdo das histérias de vida dentro e

entre as espécies (Berke e Woodin, 2008).
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