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RESUMO

O caranguejo-verde Carcinus maenas ¢ nativo da Europa, e tem invadido diversas regioes
do mundo. E uma espécie-chave na comunidade em que se insere, apresentando uma
extensa variedade alimentar, constituida principalmente por moluscos bivalves e
gastropodes, e, além disso, significativas taxas de canibalismo. Na sua presenca, suas
principais presas sdo capazes de modificar sua morfologia e comportamento como formas
de defesa. O objetivo do presente trabalho ¢ avaliar as variagdes na forma da carapaca e das
quelas de juvenis de C. maenas e relaciona-las com possiveis influéncias de odores
liberados por caranguejos co-especificos adultos. Larvas de C. maenas foram coletadas no
Canal da Mira, Portugal, e cultivadas em laboratério sob diferentes condi¢des: 1) sem
estimulo de predadores; 2) com estimulo de predadores, onde os juvenis permaneceram sob
influéncia de odores liberados por co-especificos adultos. Prepararam-se laminas com a
carapaca ¢ as quelas direita e esquerda de 24 exoesqueletos de juvenis de estadio cinco, que
foram fotografadas e analisadas por meio de técnicas de morfometria geométrica. Tais
analises resultaram em componentes uniformes e relativas, capazes de explicar variagdes na
forma da carapaca e das quelas dos juvenis. Animais com estimulo apresentaram carapagas
com formas mais alongadas que os sem estimulo. Com relagdo as quelas, foram observadas
diferencas significativas somente para a quela direita, a qual apresenta morfologia e fungao
diferentes da esquerda. Os animais com estimulo, quando comparados aqueles sem
estimulo, apresentaram quelas direita de maior altura e robustez, capazes de gerar maior
forca e massa muscular que quelas de forma normal. Os resultados obtidos foram discutidos
como possiveis adaptagdes dos juvenis a predacdo por co-especificos adultos, refletindo
processos de plasticidade fenotipica ou selegdo natural de formas mais adaptadas em

condig¢des laboratoriais.

Palavras — chave: Carcinus maenas, canibalismo, morfometria geométrica, plasticidade

fenotipica.



ABSTRACT

The green-crab Carcinus maenas is native from Europe and had invaded several regions
around the world. It's a key-species in the community which is part of, showing a wide food
range, which is composed mainly by bivalve and gastropod mollusks, beyond significant
cannibalistic rates. In its presence, their preys can present morphological and behavioral
changes as a defense strategy. The aim of the current work is to evaluate the variations on
shape of juvenile green-crabs' carapace and claws and relate them with the releasing of
effluents by conspecific adult crabs. The larvae of crabs were collected in Canal da Mira,
Portugal, and cultivated in laboratory under different conditions: 1) without predator
stimulus; 2) with predator stimulus, where juveniles were kept under influence of effluents
released by conspecific adults. Microscope slides were prepared with 24 carapaces and
chelas (right and left) ecdysis of juveniles on fifth stage of development, which were
photographed and analyzed by geometric morphometrics techniques. Such analysis
generated relative and uniform components that can explain shape variations in juveniles'
carapace and chelas. Animals with stimulus showed more elongated carapaces than
animals without stimulus. With regard to claws, significant differences were observed only
for the right claw, which has different morphology and function when compared to the left
claw. Animals with stimulus showed higher and more robust right claws than the ones
without stimulus. These features can generate stronger claws and with higher muscular
mass than normal claws. The achieved results were discussed as possible juveniles®
adaptations to predation by conspecifics adults, which maybe reflect phenotypic plasticity

processes or natural selection of more well-adapted shapes under laboratorial conditions.

Key-words: Carcinus maenas, cannibalism, geometric morphometry, phenotypic

plasticity.



1. INTRODUCAO

O caranguejo-verde Carcinus maenas, pertencente a familia Portunidae (Decapoda,
Brachyura), apresenta como principais caracteristicas morfologicas a presenga de cinco
espinhos em cada lado da carapaca, na regido antero-lateral. Possui colora¢des que variam
do verde-oliva ao amarelo, alaranjado ou vermelho. No seu habitat nativo, C. maenas
apresenta uma largura da carapaga maxima proxima a 70mm para as fémeas, enquanto para
os machos, 90mm (CROTHERS, 1968; YAMADA, 2001). E uma espécie que apresenta
heteroquelia, ou seja, as duas quelas diferenciam-se tanto no tamanho, quanto na forma. No
caso de C. maenas, a quela de maior tamanho desenvolve-se no lado direito do corpo,
sendo esse 0 padrio mais comum entre os Brachyura (ABBY-KALIO, 1989; ABELLO,
1990; MARIAPPAN et al., 2000; SMITH, 2004). Devido a essa diferenga morfologica, as
quelas direita e esquerda do caranguejo-verde especializaram-se em fung¢des diferentes,
sendo a primeira (crusher chelae) utilizada para quebrar o alimento, geralmente conchas de
moluscos, ¢ a segunda (cutter chelae) na manipulagdo do mesmo (ABBY-KALIO, 1989;
SEED e HUGHES, 1995; PRESTON et al., 1996). Com isso, a quela direita, maior, mais
robusta e com dentes molariformes, apresenta uma vantagem mecanica ideal (relacao entre
a altura e largura do déctilo) maior que a respectiva quela esquerda, menor, com o dactilo
relativamente mais longo e com dentes cortantes (WARNER et al., 1982; MARIAPPAN e
BALASUNDARAM, 1997; MARIAPPAN et al., 2000). Essas mesmas caracteristicas
foram observadas no siri-azul (Callinectes sapidus) no estudo de Govind (1985).

A presenca da quela de maior tamanho no lado direito do corpo dos braquitros
predadores, entre eles C. maenas, facilita o manuseio de presas protegidas por conchas,
muitas vezes assimétricas e resistentes, principalmente gastropodes com espirais destras
(condi¢ao normal) (NG e TAN, 1985). Esse padrao de individuos destros pode ser alterado
numa populacdo através da perda da quela maior (crusher), onde, a quela menor (cutter),
presente no lado esquerdo, torna-se, apos sucessivas mudas, a quela de maior tamanho,
apresentando caracteristicas semelhantes a quela que foi perdida no lado direito. A
regeneracdo da quela direita produz uma estrutura de menor tamanho, com caracteristicas

cortadoras, semelhante a antiga quela presente no lado esquerdo. Assim, o animal passa a



ser canhoto, apresentando uma reversdo das caracteristicas morfoldgicas e anatomicas das
estruturas quelares (MARIAPPAN et al., 2000; LADLE e TODD, 2004). Segundo Abby-
Kalio (1989), a propor¢ao de individuos canhotos em uma populagdo de C. maenas na
Escocia, foi de apenas 21%, e estava relacionada principalmente a individuos de maior
tamanho, os quais haviam sofrido a perda da quela de maior tamanho e regeneracdo da
quela complementar.

A espécie em questdo ¢ nativa da Europa, onde ocorre abundantemente da Noruega
e Ilhas Britanicas até a costa atlantica do sul da Espanha (WILLIAMS, 1984), sendo
encontrada também na regido de Marrocos e Mauritania (CROTHERS, 1968). Essa espécie
invadiu numerosos locais ao redor do mundo, principalmente a Australia, a costa Atlantica
e Pacifica da América do Norte, e a Africa do Sul (GELLER, 1997; YAMADA, 2001).
Ressalta-se a invasio da América do Norte, identificando-se dois diferentes periodos de
invasdo. No inicio do século XIX, essa espécie foi encontrada na Costa Leste do EUA, na
area de Nova lorque/Nova Jersey. A sua expansao foi significativa tanto para Norte quanto
para Sul dessa regido, sendo encontrados atualmente animais desde a Nova Escocia até
Maryland. Outro periodo de invasdo, mais recente, foi o que ocorreu na Costa Oeste dos
EUA, primeiramente na Baia de S3o Francisco em 1989/90, ocorrendo uma rapida
expansao dessa populacdo, principalmente para Norte, para regides como Bodega Bay
(California) e Coos Bay (Oregon) (GROSHOLZ, 2002). O ritmo de expansdao da espécie
continua acelerado, prevendo-se como area potencial a regido que vai desde o Golfo do
Alasca até a Baixa California (COHEN, 1995). Um estudo de Hidalgo et al. (2005)
evidenciou a presenga de C. maenas na costa atlantica da Patagonia, na América do Sul,
prevendo uma possivel area de invasdo desde o Estreito de Magalhdes até a costa sudeste
do Brasil.

O caranguejo-verde ¢ uma espécie onivora e oportunista, alimentando-se de um
grande nimero de espécies, aproximadamente 158 géneros em 19 filos (COHEN, 1995).
Suas principais presas sao moluscos (bivalves e gastropodos), crustaceos, anelideos, peixes
e algas. Podem se alimentar ainda de bactérias e foraminiferos, ingeridos juntamente com
os sedimentos, além de materiais em decomposi¢cdo, vermes, entre outros. A sua dieta

diferencia-se durante o ciclo de vida e entre os locais onde vive. Alguns estudos tém
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demonstrado a ocorréncia de canibalismo para essa espécie (MOKSNES et al. 1998;
MOKSNES, 2002; BAETA et al., 2006), uma caracteristica muito comum entre
caranguejos costeiros (LUPPI et al., 2001). O estudo de Moksnes et al. (1998) demonstrou
que juvenis de C. maenas sio capazes de causar taxas de predacdo sobre larvas recém-
assentadas da mesma espécie, similares ou maiores que de outros predadores investigados,
como outras espécies de caranguejos e camardes. A ingestdo de individuos da mesma
espécie foi realizada principalmente por caranguejos juvenis, sendo esses responsaveis por
uma grande taxa de mortalidade sobre individuos dos primeiros instars, mesmo na presenca
de uma fonte de alimento alternativa. Animais adultos consomem individuos co-especificos
apenas ocasionalmente, o que ndo ¢ capaz de contribuir no controle da mortalidade durante
o periodo de assentamento de novos recrutas. O canibalismo de individuos de menor
tamanho permite a individuos de maior porte, juvenis ou adultos, aproveitarem
indiretamente os recursos obtidos pelos primeiros (WOLCOTT e WOLCOTT, 1984).

Por ser uma espécie oportunista e invasora, C. maenas apresenta uma série de
caracteristicas especificas, principalmente aquelas referentes a grande variabilidade de
condi¢des ambientais a que ¢ capaz de suportar, contribuindo ainda mais para o seu sucesso

invasor (Tabela I).

Tabela 1. Sumario dos intervalos de tolerdncia de Carcinus maenas (Adaptado deYAMADA, 2001)

FExposiciio ao ar atmoesférico Campo: 10 dias em tocas Umidas na zona
supratidal.
Laboratério: 60 dias se protegidos sob
algas marinhas
Temperatura
Intervalo de sobrevivéncia a curto prazo 0a33°C
Mazimo 26°C
Minimo para crescimento 1002
Minimo para alimentacio e
Wazime para incubagio de ovos 18°C
Salinidade (dgua do mar = 35%a)
Intervale de sobrevivéncia a curto prazo 4 a 54%
Minimo para sobrevivéncia a longo prazo | 11%.
Minimo para desenvolvimento larval 17%0
Jejumn (adultos) 3 meses
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O caranguejo-verde apresenta também uma série de predadores, como outros
caranguejos, cefalopodes, peixes, aves e mamiferos, os quais variam conforme o seu ciclo
de vida e habitat (CROTHERS, 1968). Esses animais sdo capazes de utilizar uma grande
gama de habitats, que variam desde a zona subtidal e intertidal para as fases pds-larvais, até
substratos arenosos nao-consolidados, fundos lamosos, regides de marismas e prados
marinhos, além de substratos lenhosos e rochosos (principalmente na costa oeste norte-
americana e na Tasmania), para os individuos adultos, providenciando diferentes graus de
exposicdo, desde baias protegidas até costas bastante expostas.

Na sua regido nativa, o caranguejo-verde pode ser considerado uma espécie-chave,
capaz de controlar a distribuigdo, abundancia, tamanho, morfologia e comportamento das
suas diferentes presas e da composi¢ao especifica de comunidades de substratos rochosos
ou ndo-consolidados (YAMADA, 2001). Em locais onde C. maenas ¢ abundante,
moluscos, ourigos-do-mar, mariscos e cracas nao conseguem se estabelecer devido a
predacdo de seus recrutas por meio dos caranguejos (BEUKEMA, 1991). Alguns estudos
foram realizados para tentar quantificar a influéncia desse predador em algumas populacdes de
presas, principalmente aquelas com interesses comerciais, como Mytilus edulis (DARE e
EDWARDS, 1976), Mercenaria mercenaria ¢ Crassostrea gigas, na Gra-Bretanha
(WALNE, 1970), Ostrea edulis, na Franca (MARIN et al., 1973) e Tapes decussatus, em
Portugal (VILELA, 1950). Todos esses trabalhos comprovam a importancia da predagdo de
C. maenas nas taxas de mortalidade dessas espécies. Entretanto, a maior parte dos estudos
sobre o impacto ecologico e econdmico dessa espécie sobre a comunidade nativa ¢
realizada nas areas invadidas, principalmente nas costas oeste e leste norte-americanas
(MORGAN et al., 1980; GROSHOLZ ¢ RUIZ, 1996; GILLESPIE et al., 2007, MC
DONALD et al., 2001; JENSEN et al., 2002, 2007; SNYDER, 2004; MACDONALD et
al., 2007), na Australia (WALTON et al., 2002) e na Africa do Sul (GROSHOLZ e RUIZ,
1996).

A influéncia de Carcinus maenas nio se relaciona somente a redu¢ao no niumero de
organismos, ou modificagdes nas relagdes ecoldgicas numa comunidade, mas também em
modificagdes morfologicas e anatdmicas das suas presas, as quais sofrem mecanismos de

variacdo fenotipica a fim de resistirem a predagdo voraz desse novo organismo. Estudos
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realizados no Cabo de Cod e no Golfo de Maine por Vermeij (1982) e Trussel (2000a),
respectivamente, mostraram que no caso do primeiro, individuos de Nucella lapillus
apresentavam mudancas na altura da espiral e na espessura da concha, quando esses
animais estavam sob influéncia de C. maenas. Ja o segundo mostrou mudangas fenotipicas
em Littorina obtusata, outra espécie de molusco nativa do Golfo de Maine, na presenga do
caranguejo-verde. Ressalta-se também o trabalho de Smith e Jennings (2000), que
constatou um aumento na espessura da regido labial do mexilhdo Mytilus edulis na presenca
de estimulos de C. maenas em laboratdrio.

Muitas variagdes morfologicas observadas em uma espécie ocorrem devido a
selegdo de fendtipos ja fixados e determinados geneticamente (VERMEILJ, 1983; SEELEY,
1986). Entretanto, evidéncias crescentes indicam que muitas defesas morfologicas de
variadas espécies podem ser induzidas ao longo de sua historia natural, através de processos
de plasticidade fenotipica (TRUSSEL e SMITH, 2000; AGRAWAL, 2001; SMITH, 2004).
A inducdo de defesas ¢ uma forma de plasticidade fenotipica, descrita pela producdo de
morfologias, substdncias quimicas, ou at¢ mesmo de comportamentos, pela presa, em
resposta a pistas quimicas emitidas por predadores (TOLLRIAN ¢ HARVELL, 1999),
capazes de gerar importantes padrdes de variacdo fenotipica em pequena e larga escala
(TRUSSEL, 2000b; TRUSSELL e ETTER, 2001). Outras formas de plasticidade fenotipica
podem ser geradas por diferencas na alimentagdo (SMITH e PALMER, 1994; KOPP ¢
TOLLRIAN, 2003), exposicao a forca gerada pelas ondas e diferencas na temperatura da
agua do mar (TRUSSELL e ETTER, 2001; SMITH, 2004).

A liberagdo ou escoamento de substancias quimicas, como feromonios, excretas
metabodlicas e aminoacidos, tem sido constatada para varias espécies de caranguejos
(MARKO ¢ PALMER, 1991; HAYDEN, 2007), sendo sua presenca facilmente detectada a
alguma distancia pela presa em potencial. O uso de odores de predadores, entre eles os de
C. maenas, tem sido aplicado em numerosos trabalhos, mostrando efeitos drasticos tanto na
morfologia (COTE, 1995; SMITH e JENNINGS, 2000; TRUSSELL, 2000a, b;
TRUSSELL e SMITH, 2000), quanto no comportamento (WHITLOW, 2003; ROTJAN,
2004) das principais presas de caranguejos costeiros, confirmando o potencial do seu uso na

simulacdo do risco da predacdao. Destacam-se os trabalhos realizados com o gastropode
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Littorina obtusata (TRUSSELL, 2000a, b; SMITH, 2004) no Golfo de Maine, que
evidenciaram uma modificagdo na espessura das conchas desse animal, tanto devido a
predacdo por parte do caranguejo-verde C. maenas, quanto as diferencas latitudinais de
temperatura da dgua do mar, que sdo capazes de influenciar a solubilidade do carbonato de
calcio, composto fundamental na constituicdo dos exoesqueletos dos crustaceos. Além das
modificagdes na presa, observaram-se também respostas morfoldgicas no proprio predador,
com um aumento na espessura da quela de maior tamanho (crusher chelae) de C. maenas,
quando esses estavam na presencga de presas que apresentavam conchas de maior espessura,
sugerindo a ocorréncia de uma corrida armamentista (Arms race), um processo de co-
evolucao entre predador-presa, onde as mudancas fenotipicas ocorrem reciprocamente
(AGRAWAL, 2001; EDGELL e ROCHETTE, 2005; SMITH ¢ BALDRIDGE, 2005).

Diversos métodos podem ser utilizados para estudar as variagdes na forma de
inimeras estruturas bioldgicas. Entre esses, destacam-se os métodos de morfometria
geométrica, que utilizam marcos anatomicos (landmarks) ou contornos (outlines) para o
estudo da variacao da forma (ROHLF e MARCUS, 1993). Essas novas técnicas, surgidas
na década de 80 do século XX, diferenciam-se dos métodos de morfometria tradicionais,
pois ndo requerem que o investigador conheca a priori as medidas que supostamente
evidenciam diferencas entre organismos (GUILL et al., 2003). Além disso, ndo coloca
restrigdes a direcdo da variagdo, nem a localizagdo das variagdes da forma, pois analisa
covariancias em configuragdes dos marcos anatdomicos, em vez das distancias arbitrarias,
geradas por medidas lineares (ADAMS et al., 2004), utilizando assim, informagao
adicional presente na posigdo relativa de cada marco anatomico (PARSONS et al., 2003).
Entretanto, a selecdo do nimero e local dos marcos anatomicos ¢ bastante arbitraria e, além
disso, ndo podem ser considerados nas analises individuos danificados ou mal-preservados,
nos quais seja impossivel a identificacao de todos os landmarks.

As principais etapas de uma analise morfométrica, utilizando esses novos métodos
¢, segundo Adams et al. (2004): 1) coleta das coordenadas bi ou tri-dimensionais de marcos
anatomicos, com significado bioldgico pré-estabelecido; 2) remogdo das variagdes ndo
relacionadas a forma do espécime estudado, utilizando-se métodos de superimposicao, que

removem, por meio de processos de rotacdao, orientagdo e escalonamento, todo o tipo de
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variagdo proveniente do tamanho e posi¢cdo do individuo analisado; 3) observacdo das
variagdes na forma do objeto analisado por meio de grelhas de deformacao (BOOKSTEIN,
1991) e obtengdo de eixos parciais e componentes uniformes, referentes as deformagdes
presentes nessas grelhas; 4) realizacdo de andlises multivariadas sobre esse conjunto de
variaveis obtidas, permitindo a comparagdo entre formas diferentes por meio de métodos
estatisticos convencionais, como andlises de varidncia ou analises de regressao.

O uso desses métodos em trabalhos cientificos tem sofrido uma expansdo desde os
anos 70, com um aumento consideravel na década de 90 (ADAMS et al., 2004), sendo
considerados importantes aliados na pesquisa entre as diferentes areas da biologia.
Destacam-se os ramos da agqiiicultura (SARA et al., 1999; LOY, 2000), ecomorfologia
(QUERINO et al., 2002; PONTON, 2006; AYTEKIN et al., 2007) e sistematica
(AUFFRAY, 1996; NEUSTUPA e STASTNY, 2006). Dentre as aplicagdes em crustaceos,
poucos sao os estudos realizados, destacando-se os de Rosemberg (1997, 2002), que
avaliaram as diferengas na forma da quela de caranguejos do género Uca, e as relacionou
com tendéncias evolutivas dentro do género e adaptacdes quanto ao habitat; e os trabalhos
de Cadrin e Friedland (1999) e Cadrin (2000), que utilizaram tais métodos na discriminag¢ao
de sexos e estoques pesqueiros para a lagosta Homarus americanus.

O presente trabalho tem como principais objetivos avaliar as variagdes na forma da
carapaga ¢ das quelas de juvenis do caranguejo-verde C. maenas e observar possiveis
influéncias de odores liberados por caranguejos co-especificos adultos sobre a forma e o
tamanho desses juvenis, através de métodos de morfometria geométrica. A influéncia dessa
espécie de caranguejo sobre suas principais presas ¢ bastante conhecida e estudada,
destacando-se os estudos com gastropodes e bivalves. Entretanto, comprovada a incidéncia
de canibalismo para a espécie, faltam estudos que abordem as possiveis modifica¢des
morfologicas de juvenis sob a influéncia de caranguejos adultos. Tal estudo auxilia na
compreensao da biologia e ecologia dessa espécie, que atualmente ¢ uma das mais
estudadas no mundo, devido a sua importancia na regulagdo das comunidades onde se
encontra e o seu elevado potencial invasor, relacionado principalmente a sua tolerincia a

variadas condi¢Oes ambientais.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 COLETA DAS LARVAS

Larvas em estagio de megalopa de Carcinus maenas foram colhidas com uma rede
de plancton de 500um no Canal da Mira, Ria de Aveiro, Portugal (40° 37 17N 08° 44
54““W) (Figura 1) durante os meses de Maio e Junho de 2007. Um total de 160 larvas foi

utilizado no experimento laboratorial.
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Figura 1. Regido de coleta das larvas de Carcinus maenas. A) Aveiro, Portugal. B) Canal da Mira,
Aveiro, Portugal.

2.2 CONDICOES LABORATORIAIS

As larvas foram mantidas individualmente em laboratoério em copos de 200mL, os
quais continham 50mL de 4gua do mar filtrada, de salinidade constante, e uma fina camada
de sedimento lavado no fundo. O experimento baseou-se na separagao das larvas em dois
grupos de maneira aleatdria: o primeiro, denominado ,sem estimulo®, era composto por 80
larvas mantidas de acordo com as condi¢des citadas anteriormente; e o segundo,
denominado ,,com estimulo®, era composto pelas 80 larvas restantes, condicionadas também
em copos individuais, porém mantidas em adgua do mar proveniente de aquarios contendo

individuos adultos de C. maenas. Foram utilizados dois aquarios, cada um contendo quatro
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litros de 4gua do mar filtrada, trocadas a cada dois dias, sempre com dois individuos
adultos de C. maenas por aquario (um macho e uma fémea), que ndo eram alimentados. O
experimento foi realizado com temperatura constante de 18°C e fotoperiodo de 14h luz: 10h
escuro. A agua dos copos era trocada a cada dois dias, independente das condi¢des
submetidas.

As megalopas e o primeiro estadio de juvenil foram alimentados com juvenis de
Artemia (10-15 nauplios/mL). Os estadios seguintes foram alimentados com mexilhdes ou
lulas, além de artémias, numa freqiiéncia de dois dias, sendo que a partir do quinto estadio,
estes foram substituidos por alimento seco € moido para crustaceos.

Diariamente os copos eram inspecionados para verificar a existéncia de mudas ou
individuos mortos, que se presentes, eram retirados e conservados em alcool etilico 70%.
Anotacdes referentes as datas de ocorréncia das mudas ou da morte dos individuos também
foram realizadas, e utilizadas para posteriores analises comparativas entre os tratamentos

adotados no decorrer do experimento.

2.3 TAXAS DE MORTALIDADE

Calculou-se a taxa de mortalidade em cada estadio, desde o estagio larval, até o
ultimo estadio juvenil obtido, para cada tratamento utilizado. Como forma de comparar os
valores obtidos, analisou-se a taxa de sobrevivéncia média dos individuos até o estadio
cinco (C5) para cada tratamento, por meio de uma ANOVA, a fim de entender se a

presenca do estimulo seria capaz de afeta-la.

2.4 PREPARACAO DAS LAMINAS

Para a realizagdo da analise de morfometria geométrica foram selecionadas mudas
de juvenis de estadio cinco (C5), provenientes de individuos que passaram este estadio com
sucesso, isto ¢, que ndo morreram antes da muda para o estadio seis. Esse estadio foi
escolhido por apresentar um niimero razoavel de ecdises em bom estado de conservacao,
facilitando a sua manipulacdo e observacao. Assim, um total de 24 ecdises foi utilizado nas

analises de morfometria geométrica, sendo 11 dessas provenientes do grupo ,,com estimulo®
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e 13 do grupo ,,sem estimulo®. Nos individuos ,com estimulo®, os odores provenientes dos
caranguejos adultos atuaram em um tempo médio de 52,8 + 4,5 dias.

Primeiramente, o primeiro par de peredopodos foi separado da carapaca, com
posterior retirada das quelas (regido constituida pelo carpo, propodo e dactilo), utilizando
pincas e estiletes. Retirou-se também os peredpodos restantes a fim de deixar a carapaga
isolada, facilitando andlises posteriores. As carapagas e quelas direita e esquerda das mudas
de C. maenas foram limpas com agua sanitaria 20% para a remocao de particulas solidas,
capazes de prejudicar os procedimentos posteriores.

As quelas direita e esquerda foram montadas em laminas escavadas (diametro: 15-
18mm; profundidade: 0,6-0,8mm), imersas em glicerina. Para evitar o movimento das
estruturas, as laminulas foram fixadas com esmalte de unha. As laminas foram devidamente
marcadas com o lado da quela (direita ou esquerda), nimero do espécime e tratamento
utilizado (com ou sem estimulo). As carapagas foram fixadas diretamente em laminas
simples com esmalte de unha, apds estarem secas e limpas, sendo identificadas da mesma

forma que as quelas.

2.5 AQUISICAO E TRATAMENTO DOS DADOS

Utilizando-se as laminas preparadas, foram registradas imagens digitais da parte
dorsal dos exoesqueletos das carapacas e da porcdo interna das quelas direita e esquerda
dos juvenis de C. maenas, através de uma camera digital (Olympus Color View) acoplada a
um estereomicroscopio (Olimpus SZH10), com aumento de duas vezes. A captagdo das
imagens foi conseguida através do software Cell*A Five - Analysis Image Processing
(Editor - Olympus Europe, versdao 5.0.1163). Antes de serem fotografadas, as ldminas eram
inclinadas a fim de manterem-se na posicao horizontal, obtida quando pontos de interesse
da estrutura apresentavam-se focados.

Uma descri¢do detalhada dos métodos de morfometria geométrica utilizados no
presente trabalho, bem como a sua descricdo matematica, podem ser encontrados em
inimeros trabalhos, destacando-se os de Rohlf (1990), Marcus et al. (1996) e no livro de

Zelditch et al. (2004). Uma série de programas de morfometria geométrica foi utilizada nas
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analises descritas abaixo (ROHLF, 2004a, b, ¢), sendo a utilizagdo de cada um, especifica
para o objetivo proposto.

A marcagdo dos landmarks, ou marcos anatomicos, nas imagens obtidas, foi
conseguida através do programa tpsDig 1.40 (ROHLF, 2004a). Os marcos anatomicos
utilizados foram selecionados baseando-se em regides capazes de explicar uma possivel
varia¢do de forma tanto na carapaca, quanto nas quelas. Foram seguidos alguns critérios na
selecdo dos mesmos, tais como homologia, consisténcia na posicdo entre os diferentes
exemplares, possibilidade de ser marcada ou remarcada sem erros nos diferentes
individuos, cobertura adequada da morfologia do espécime analisado € encontrarem-se no
mesmo plano (ZELDITCH et al., 2004). Para a carapaga, foram selecionados oito marcos
anatomicos a partir da regido anterior, em sentido horario, no lado direito de cada espécime.
O ponto 1 localizou-se na regido mediana da por¢do anterior da carapaga; o ponto 2, no
inicio da orbita ocular; os pontos 3 a 7, nos espinhos laterais; ¢ o ponto 8, na regidao
mediana da por¢do posterior da carapaca (Figura 2A). Com relagdo as quelas, foram
marcados cinco landmarks, o primeiro na porg¢ao terminal do polegar (por¢ao terminal do
propodo); o segundo na jungdo superior entre o polegar e a mao (regido central do
propodo), o terceiro na por¢ao superior da mao, e por fim, o quarto e quinto, nas porgoes
terminais do prépodo, ja na intersec¢do com o carpo (Figura 2B). A marcagdo dos pontos
ocorreu da mesma forma em ambas as quelas, seguindo-se sempre a mesma seqiiéncia de
pontos tanto na quela direita, quanto na esquerda. Seguiu-se dessa forma a marcagao dos
pontos em todos os espécimes utilizados, sempre obedecendo ao mesmo critério e

seqiiéncia, obtendo-se por fim, as coordenadas especificas de cada landmark.
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Figura 2. Carcinus maenas. A) Localiza¢do dos oito marcos anatomicos (landmarks) em exoesqueleto da
carapaga de juvenil de estadio 5 do caranguejo-verde. B) Localizacdo dos cinco marcos anatdmicos
(landmarks) em exoesqueleto da quela direita de juvenil de estddio 5 de C. maenas e diagramacgdo dos
principais componentes morfologicos da estrutura. Notar a presenca das escalas nos cantos inferiores direito
de cada repnresentacio.

Toda a informacdo referente as coordenadas dos pontos foi reunida em um tUnico
arquivo, utilizando o programa tpsUtil 1.29 (ROHLF, 2004b). Ainda através desse
programa, foram feitos links entre os diferentes pontos, tanto os da carapaga, quanto os das
quelas, para facilitar posteriores visualiza¢des na variagdo das formas.

Os dados referentes as coordenadas dos marcos anatdmicos foram transformados
em variaveis relacionados a forma através do programa tpsRelw 1.39 (ROHLF, 2004c).
Primeiramente, os landmarks de cada espécime foram otimizados e alinhados utilizando o
método da Analise de Distancias de Procrustes (GPA — Generalised Procrustes Analysis),
removendo os efeitos de translacdo, rotacdo e escalonamento, os quais ndo estdo
relacionados a variagao da forma (ROHLF e SLICE, 1990; ROHLF, 1999). Essas medidas
foram realizadas a fim de se diminuir a distdncia de procrustes (somatorio das diferengas ao
quadrado) entre duas formas alinhadas e escalonadas, sendo uma dessas formas a
configuragdo consenso. Apds essa superimposicao, cada configuragdo, ou seja, cada forma
especifica, passou a ser representada por apenas um ponto em um espago multidimensional,

conhecido como Espaco de Kendall (KENDALL, 1981, 1984). Esse espago possui o

numero de dimensdes variando com o nimero de landmarks, sendo esse valor sempre igual
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a 2p — 4, onde p representa o numero de landmarks, descritos por duas coordenadas (X,y).
Sendo o Espaco de Kendall um espago ndo-euclidiano, a realizagdo de testes estatisticos
nessas condi¢des torna-se dificil. Com isso, cada ponto representando uma configuragao de
landmarks, foi projetado a um espaco euclidiano, com o mesmo numero de dimensdes, e
tangente a um ponto de referéncia (geralmente a média de todos os pontos) do espacgo das
formas (Espaco de Kendall) (ZELDITCH et al., 2004). Os dados no espago tangente sdo
quase que uma aproximacao perfeita daqueles no Espaco das Formas (Kendall), visto a
pequena variagao dos mesmos nesse espaco multidimensional.

O uso de descrigoes multivariadas para estudar os dados no espago tangente pode se
basear em varios métodos, sendo o método TPS (Thin Plate Spline), o utilizado no presente
trabalho. Esse método de analise de deformagdes decompde os dados obtidos na Analise de
Distancias de Procrustes em duas componentes de deformacdo: uma componente de
deforma¢ao uniforme, que descreve as variagdes na forma em escala global, e uma
componente de deformagdo ndo-uniforme, representada por eixos parciais (partial warps),
que descreve variagdes locais, em regides especificas do objeto. Uma das vantagens desse
método ¢ a possibilidade de visualizacdo do tipo e variagdo da forma de cada individuo
através de grelhas de deformagdo (CAVALCANTI et al., 1999), as quais diferem quando se
analisam as componentes uniformes ou os eixos parciais (RIVA et al., 2001; ZELDITCH et
al. 2004). Valores obtidos por essas componentes podem ser tratados como dados
multivariados, representando formas especificas, podendo ser utilizados em analises
multivariadas convencionais (CALDECUTT e ADAMS, 1998; RUBER ¢ ADAMS, 2001;
ADAMS et al., 2004). Entretanto, com relagdo as componentes de varia¢ao parciais (partial
warps), pelo fato de derivarem de transformagdes geométricas de um espago ndo-euclidiano
para um euclidiano, acabam por definir apenas variagdes na forma total de um objeto e nao
em pedacos particulares do mesmo. Assim, as analises estatisticas a serem utilizadas devem
ser simultaneas, e somente técnicas multivariadas, considerando o conjunto de variaveis
como um todo, sdo aplicaveis. Com isso, utilizando-se o programa tpsRelw 1.39 (ROHLF,
2004c), realizou-se uma Analise de Componentes Principais dos partial warps, produzindo
os eixos relativos (relative warps), os quais puderam ser utilizados para inferir sobre

variagdes locais e relativas na forma das estruturas analisadas.
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As analises demonstradas acima foram realizadas separadamente para a carapaca,
quela direita e quela esquerda. Os valores das componentes uniformes ¢ dos relative warps
dos mesmos foram comparados por meio de andlises de varidncia multivariadas
(MANOVA — Teste de Wilks) e univariadas (one-way ANOVA) entre os grupos ,com
estimulo™ e ,sem estimulo®, para a possivel observa¢do de diferencas significativas na
forma dessas estruturas entre os dois tipos de tratamentos. As analises foram realizadas com
a ajuda do software Statistica (v.6 Statsoft) e sempre foram sucedidas por testes de
homogeneidade de wvaridncia, para verificar a existéncia de diferengas estatisticas
significativas (p < 0,05).

Para a observagdo das possiveis diferencas do tamanho da carapaca e das quelas
entre os diferentes tratamentos, utilizou-se como variavel o tamanho do centroéide dos
mesmos, definido como a raiz quadrada da somatdria do quadrado das distancias entre
todas as landmarks e o centro de gravidade (centroide) da respectiva configuragio
(SNEATH, 1967). Andlises de varidncia de uma via (one-way ANOVA) foram utilizadas
para testar possiveis diferencas significativas nessa variavel entre os dois tratamentos
realizados, tanto na carapaca, quanto nas quelas. Além disso, medidas da largura e altura
das respectivas estruturas foram efetuadas utilizando as coordenadas dos marcos
anatomicos, obtidas pelo programa tpsDig. Para a carapaga, a largura ficou definida como a
diferenca entre os valores da abscissa (X) do marco 7 e a média dos valores das abscissas
dos marcos 1 e 8, multiplicados por dois, por se tratarem de coordenadas referentes
somente ao lado direito dos individuos. A altura foi determinada pela diferenga entre as
ordenadas (y) dos marcos 1 e 8. A relagdo entre altura/largura da carapacga foi analisada
através de uma ANOVA de uma via, sendo o fator utilizado, os diferentes tratamentos. O
mesmo processo foi utilizado somente para a quela direita, sendo nesse caso, a largura
determinada pela diferencga entre os valores das abscissas dos marcos 5 e 1, e a altura pela
diferenca entre os valores das ordenadas dos marcos 4 ¢ 1. As analises de variancia foram
sucedidas por testes de homogeneidade de variancias e testes post-hoc, como as que foram

realizadas para os relative warps.
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3. RESULTADOS

3.1 TAXAS DE MORTALIDADE

Através da andlise dos tempos de muda, e da mortalidade das larvas e dos
subseqiientes estadios juvenis de C. maenas, observou-se a existéncia de dois periodos de
maior mortalidade para ambos os tratamentos, restritos aos estadios um (C1) e seis (C6)
(Figura 3a). Entretanto, nos individuos ,,com estimulo™ a taxa de mortalidade nos dois
estadios foi visualmente superior a dos individuos ,sem estimulo®. Além disso, ao se
analisar a sobrevivéncia média dos mesmos, em dias, até o estddio cinco (C5), no qual
foram realizadas as andlises de morfometria geométrica, ndo se observaram diferencas
significativas entre os diferentes tratamentos (p = 0,776), mostrando uma sobrevivéncia

média em torno de 55 dias, independente do tratamento utilizado (Figura 3b).

Figura 3. Carcinus maenas. A) Representagdo grafica
das taxas de mortalidade obtidas para os diversos
estadios juvenis (C1 a C9) e de megalopa (M) de C.
maenas durante o  experimento  laboratorial,
diferenciando  os  tratamentos  utilizados. B)
Sobrevivéncia média em dias de juvenis de C. maenas de
estadio 5, para individuos cultivados sem e com estimulo
(ANOVA, p > 0,05). As barras verticais representam o
erro padrdo associado.
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3.2 ANALISES DE MORFOMETRIA GEOMETRICA

a) Carapaga

A andlise de morfometria geométrica realizada nos 24 exoesqueletos de juvenis de
C. maenas de estadio cinco (C5), gerou dois principais componentes de deformacao: os
eixos relativos (relative warps) e os componentes uniformes. Com relagdo as analises
efetuadas nas carapacas, foram obtidos 12 relative warps (RW), sendo os quatros primeiros
representando 79,97% da variagdo total. A inspecdo visual das grelhas de deformagdo
geradas pela analise de TPS capacitou a realizagdo de generalizagdes a respeito das
tendéncias de variacdo da forma da estrutura analisada. No caso da carapaca, partindo do
lado negativo de cada eixo e seguindo para o lado positivo, o primeiro eixo (RW1) (29,68%
da variacdo total) descreve a variagdo relativa da regido anterior, com a expansdo da
mesma, principalmente na zona da 6rbita ocular (landmark 2) (Figura 4b). O segundo eixo
(RW2) (22,72%) descreve uma variagdo relativa na regido lateral, com uma expansao
relacionada principalmente as landmarks correspondentes aos espinhos laterais (Figura 4b).
O terceiro eixo (RW3) (15,88%) descreve uma ligeira variagdo da regido lateral, com o
achatamento relativo da mesma e deslocamento do quarto espinho lateral mais
posteriormente (Figura 5b). Por fim, o quarto eixo (RW4) (11,69%) descreve uma variagao
antero-lateral, com expansdo relativa da regido orbital e dos espinhos laterais (Figura 6b).
Os dois componentes uniformes obtidos representam deformagdes globais na forma da
carapaca, sendo o primeiro componente uniforme (Ul) o que descreve uma expansio
lateral uniforme da carapaga, ¢ o segundo componente (U2), o que descreve um
alongamento uniforme da carapaga, com uma conseqiiente contra¢do lateral da mesma

(Figura 7b).
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Figura 4. Relative warps (RW) 1 e 2 referentes a
variagdo da forma da carapaga de C. maenas,
evidenciando os dois tratamentos utilizados no
estudo. (A) Representagdo grafica do RWIxRW?2.
Cada ponto representa uma unica forma. (B) A
configuracdo central ilustra a forma média da
carapaca; as outras configuragdes ilustram as
mudangas na forma representadas pelo movimento
ao longo de cada eixo, na direcdo indicada pelas
setas.
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Figura 5. Relative warps (RW) 1 e 3 referentes a
variagdo da forma da carapaca de C. maenas,
evidenciando os dois tratamentos utilizados no
estudo. (A) Representacdo grafica do RWI1xRW3.
Cada ponto representa uma unica forma. (B) A
configuracdo central ilustra a forma média da
carapaca; as outras configuragdes ilustram as
mudangas na forma representadas pelo movimento
ao longo de cada eixo, na dire¢do indicada pelas
setas.
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Figura 6. Relative warps (RW) 1 e 4 referentes a
variagdo da forma da carapaga de C. maenas,
evidenciando os dois tratamentos utilizados no
estudo. (A) Representacdo grafica do RWI1xRW4.
Cada ponto representa uma unica forma. (B) A
configuracdo central ilustra a forma média da
carapaca; as outras configuracdes ilustram as
mudancgas na forma representadas pelo movimento
ao longo de cada eixo, na direcdo indicada pelas
setas.
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Figura 7. Componentes Uniformes (U) 1 e 2
referentes & variagdo da forma da carapaca de C.
maenas, evidenciando os dois tratamentos utilizados
no estudo. (A) Representagdo grafica do UlxU2.
Cada ponto representa uma uUnica forma. (B) A
configuracdo central ilustra a forma média da
carapaca; as outras configuragdes ilustram as
mudangas na forma representadas pelo movimento
ao longo de cada eixo, na direcdo indicada pelas
setas.

A andlise de varidncia multivariada realizada para os quatro primeiros relative

warps ndo mostrou resultados significativos quanto ao tratamento utilizado (p = 0,225).

Além disso, as analises de varidncia univariadas para cada um dos quatro relative warps

também nao obtiveram resultados significativos, porém para o RW1, o valor atingido, foi

muito proximo da significancia estatistica (p = 0,057). Essa proximidade pode ser

comprovada pela andlise das figuras 4a, 5a e 6a, que mostram uma tendéncia na
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distribuicdo dos pontos ao longo do RWI1, estando aqueles do grupo ,com estimulo®,
distribuidos majoritariamente no lado positivo desse eixo, enquanto que os pontos do grupo
»sem estimulo®, distribuidos em sua grande maioria, no lado negativo do mesmo.

Com relagdo as componentes uniformes, uma analise de varidancia mostrou
existirem diferencas significativas entre os dois tratamentos utilizados quando se comparou
a componente uniforme 2 (U2) (p = 0,014) (Tabela II). Esse fato ¢ comprovado
visualmente pela figura 7a, onde os pontos referentes ao grupo ,com estimulo®™ distribuem-
se majoritariamente na regido superior, positiva, do eixo 2 (U2), enquanto aqueles
referentes ao grupo ,,sem estimulo™ ficaram restritos, em sua grande maioria, a parte

negativa desse eixo.

Tabela II. ANOV As univariadas para as duas componentes uniformes (Ul e
U2) obtidas na analise de morfometria geométrica da carapaga de juvenis de
estadio 5 de C. maenas. O fator utilizado foi ,fratamento®, referente as duas
condi¢des abordadas no experimento, ,com estimulo™ e ,sem estimulo® O
nivel de significancia estatistica utilizado foi o de p <0,05.

Ul

Tratamento 1 1.01E-05 1.01E-05 0.099647 0.755228
Erro 22 0.002236 0.000102

Total 23 0.002246

U2

Tratamento 1 0.000396 0.000396 7.20844 0,01353*
Erro 22 0.001209 5.49E-05

Total 23 0.001605

* diferencas significativas (p < 0,05) da variavel entre os dois tratamentos utilizados.

As relagdes de tamanho da carapaga (altura/largura) e o tamanho do centroide,
também foram analisados por analises de variancia univariadas. Nao foram observadas
diferencas significativas no tamanho do centroide entre os individuos ,com estimulo™ e
»sem estimulo™ (p = 0,078). A andlise de variancia realizada para a razdo altura/largura
mostrou um valor proximo da significancia estatistica (p = 0,057). Esse quociente
apresentou maiores valores relacionados aos animais ,com estimulo™, quando comparado

com o0s ,,sem estimulo®.
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b) Quela direita

As andlises de morfometria geométrica realizadas nas quelas direita dos
exoesqueletos de juvenis de C. maenas, possibilitaram a obtengdo de seis relative warps
(RW), sendo os trés primeiros representando 86,65% da variagao total. Da mesma forma
que com a carapaca, a inspe¢ao visual das grelhas de deformacao geradas pela analise de
TPS capacitou a realizacdo de generalizagdes a respeito das tendéncias de variacdo da
forma da quela direita. Partindo do lado negativo de cada eixo e seguindo para o lado
positivo, o primeiro eixo (RW1) (65,64% da variacdo total) descreve um distanciamento
relativo entre os marcos anatomicos 4 e 5, que gera um aumento da altura da quela na
regido de intersec¢do entre o propodo e o carpo (Figura 8b). O segundo eixo (RW2)
(12,07%) descreve uma diminuicdo relativa na altura do polegar com relagdo a regido da
mao (Figura 8b). Por fim, o terceiro eixo (RW3) (8,94%) descreve uma maior abertura do
angulo definido pelos marcos anatomicos 1, 4 e 5, com deslocamento relativo da regido
superior e terminal do propodo (Figura 9b). Os dois componentes uniformes obtidos
representam deformagdes globais na forma da quela direita, sendo o primeiro componente
uniforme (Ul) o que descreve, seguindo da regido negativa para a positiva do eixo, um
achatamento dorso-ventral uniforme de toda a quela, e o segundo componente (U2) o que

descreve um alongamento horizontal uniforme e ligeiro da mesma (Figura 10b).
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Figura 8. Relative warps (RW) 1 e 2 referentes a
variagdo da forma da pata direita de C. maenas,
evidenciando os dois tratamentos utilizados no
estudo. (A) Representagdo grafica do RWIxRW?2.
Cada ponto representa uma Unica forma. (B) A
configuragdo central ilustra a forma média da pata
direita; as outras configuragdes ilustram as
mudancas na forma representadas pelo movimento
ao longo de cada eixo, na direcdo indicada pelas
setas.
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Figura 9. Relative warps (RW) 1 e 3 referentes a
variacao da forma da pata direita de C. maenas,
evidenciando os dois tratamentos utilizados no
estudo. (A) Representagdo grafica do RWIxRW3.
Cada ponto representa uma unica forma. (B) A
configuracdo central ilustra a forma média da pata
direita; as outras configuragdes ilustram as
mudancas na forma representadas pelo movimento
ao longo de cada eixo, na dire¢do indicada pelas
setas.
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A analise de varidncia multivariada realizada para os trés primeiros relative warps
ndo mostrou resultados significativos quanto ao tratamento utilizado (p = 0,117).

Entretanto, as analises de varidncia univariadas realizadas para cada um dos trés relative
warps, mostrou diferengas significativas entre os diferentes tratamentos no que diz respeito
ao relative warp 1 (RW1) (p = 0,018) (Tabela III). A distribui¢do dos pontos ao longo
desse eixo ilustra essa diferenca significativa, estando os individuos ,,sem estimulo®
restritos, em sua grande maioria, a por¢ao negativa do eixo, enquanto que os individuos

,»oom estimulo®, restritos majoritariamente a regido positiva do mesmo (Figura 8a, 9a).
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Tabela III. ANOVAs univariadas para cada um dos trés primeiros
relative warps (RW) e para o tamanho do centr6éide (CS) obtidos na
analise de morfometria geométrica da pata direita de juvenis de estadio 5
de C. maenas. O fator utilizado foi ,fratamento®, referente as duas
condigdes abordadas no experimento, ,com estimulo™ e ,sem estimulo®
O nivel de significancia estatistica utilizado foi o de p < 0,05.

Variavel GL SQ QM F p
RwW1

Tratamento 1 0.002893 0.002893 6.504902 0,018234*
Erro 22 0.009786 0.000445

Total 23 0.012679

RW2

Tratamento 1 0.000035 0.000035 0.339125 0.566256
Erro 22 0.002295 0.000104

Total 23 0.00233

RW3

Tratamento 1 0.000011 0.000011 0.145323 0.706702
Erro 22 0.001716 0.000078

Total 23 0.001727

CS

Tratamento 1 0.00455 0.00455 0.248 0.623324
Erro 22 0.40331 0.01833

Total 23 0

* diferengas significativas (p < 0,05) da variavel entre os dois tratamentos utilizados

Com relagdo as componentes uniformes, uma andlise de variancia mostrou
existirem diferencgas significativas entre os dois tratamentos utilizados quando se comparou
a componente uniforme 1 (Ul) (p = 0,032). Esse fato ¢ comprovado visualmente pela
figura 10a, onde os pontos referentes ao grupo ,com estimulo” distribuem-se
majoritariamente na regido esquerda, negativa, do eixo 1 (Ul), enquanto aqueles referentes
ao grupo ,sem estimulo® restringem-se em sua grande maioria, a parte positiva desse eixo.
Para o componente uniforme 2 (U2), ndo foram encontradas diferencas significativas com
relagdo ao tratamento utilizado (p = 0,990) (Tabela I'V).

Nao foram observadas diferengas significativas no tamanho do centroide entre os

individuos ,com estimulo™ e ,sem estimulo™ (p = 0,623) (Tabela IIl), ¢ nem na razao

altura/largura (p = 0,073).
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Tabela IV. ANOV As univariadas para as duas componentes uniformes (Ul e
U2) obtidas na analise de morfometria geométrica da pata direita de juvenis de
estadio 5 de C. maenas. O fator utilizado foi ,fratamento®, referente as duas
condigdes abordadas no experimento, ,com estimulo™e ,sem estimulo®. O nivel
de significancia estatistica utilizado foi o de p < 0,05.

Variavel GL SQ QM F p

Ul

Tratamento 1 0.001667 0.001667 5.274772 0,031529*
Erro 22 0.006953 0.000316

Total 23 0.00862

uz2

Tratamento 1 1.14E-08 1.14E-08 0.000162 0.989955
Erro 22 0.001548 7.03E-05

Total 23 0.001548

* diferencas significativas (p < 0,05) da variavel entre os dois tratamentos utilizados

¢) Quela esquerda

As analises de morfometria geométrica realizadas nas quelas esquerdas dos
exoesqueletos de juvenis de C. maenas possibilitaram a obtengdo de seis relative warps
(RW), sendo os trés primeiros representando 91,98% da variagao total. Partindo do lado
negativo de cada eixo e seguindo para o lado positivo, o primeiro eixo (RW1) (57,41% da
variagdo total) descreve um achatamento relativo da regido posterior, relacionada com a
variacdo do angulo entre os marcos anatomicos 4 e 5 (Figura 11b). O segundo eixo (RW2)
(22,74%) descreve uma contracao relativa da regido anterior da mao, através do movimento
do marco anatdomico 3, com ligeira modificagdo na posigdo relativa do polegar (Figura
11b). Por fim, o terceiro eixo (RW3) (11,82%) descreve um achatamento relativo da regido
lateral da quela, com a aproximacao dos marcos anatdmicos 3 e 4 e conseqiiente aumento
do polegar (Figura 12b). Os dois componentes uniformes obtidos representam deformacodes
globais na forma da quela esquerda, sendo o primeiro componente uniforme (Ul) o que
descreve um achatamento dorso-ventral uniforme de toda a quela, e o segundo componente

(U2) o que descreve uma expansio uniforme no comprimento da mesma.

32



014 5

]
004 1 " & Com eslimuio
+ = Sem eslimui o0z 4 L]
o0z 4 " ]
& - ln
. € 000 SO PF L
g oo - -, s B = il"’il "
= =, .:f "
4 i
- &
002 4z
&
004 r r . 404 T r - 3
0,08 0,04 00 0,04 0,08 0,08 0,04 0,0 0,04 0,08
[ SELTE | A R
" - ..
- —
[ - L ] r -
T -— )
T " 1 - T
i A— — "
Fi e . huze S 2 i e . 2382 - ‘. .1-- A E L
l‘ - —* ": - * —i' g
-~ =, l
, -
B * — =Y B = &
! 58
* —--—"q.

Figura 11. Relative warps (RW) 1 e 2 referentes a
variagdo da forma da pata esquerda de C. maenas,
evidenciando os dois tratamentos utilizados no estudo.
(A) Representagao grafica do RWI1xRW2. Cada ponto
representa uma unica forma. (B) A configuracdo
central ilustra a forma média da pata esquerda; as
outras configuragdes ilustram as mudangas na forma
representadas pelo movimento ao longo de cada eixo,
na dire¢do indicada pelas setas.

Figura 12. Relative warps (RW) 1 e 3 referentes a
variagdo da forma da pata esquerda de C. maenas,
evidenciando os dois tratamentos utilizados no
estudo. (A) Representacdo grafica do RWIxRW3.
Cada ponto representa uma uUnica forma. (B) A
configuragdo central ilustra a forma média da pata
esquerda; as outras configuragdes ilustram as
mudancas na forma representadas pelo movimento ao
longo de cada eixo, na dire¢do indicada pelas setas.

A analise de variancia multivariada realizada para os trés primeiros relative warps

nao mostrou resultados significativos quanto ao tratamento utilizado (p = 0,568). As

analises de variancia univariadas realizadas para cada um dos trés relative warps também

nao mostraram diferencas significativas entre os diferentes tratamentos. A distribuicdo dos

pontos ao longo dos eixos ndo mostra uma divisdo clara entre os dois tratamentos utilizados

em qualquer das componentes analisadas (Figuras 11b, 12b). O mesmo ocorre com as

componentes uniformes, onde ndo se observaram diferencas significativas entre os

individuos ,com estimulo® e ,.sem estimulo™ para ambos os eixos.
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Nao foram observadas diferencas significativas no tamanho do centroide da quela
esquerda entre os individuos ,,com estimulo® e ,sem estimulo™ (p = 0,800). Nao se analisou
a razdo altura/largura para a quela esquerda, pelo fato dessa estrutura ndo apresentar
diferencas significativas em nenhuma das outras variaveis utilizadas, como os relative

warps, as componentes uniformes e o tamanho do centroide.
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4. DISCUSSAO

O presente estudo mostrou existirem diferengas significativas entre a forma da
carapaga ¢ da quela direita de juvenis do caranguejo-verde Carcinus maenas, cultivados na
presenga de um estimulo proveniente de odores liberados por co-especificos adultos, e
individuos juvenis cultivados sem esse estimulo. Nao foram observadas diferengas relativas
ao tamanho dos espécimes quando se compararam os dois tipos de tratamentos.

As taxas de mortalidade observadas para os animais ,,com estimulo®, diferenciaram-se
dos ,sem estimulo™ pelo fato de apresentarem um elevado pico de mortalidade inicial,
restrito ao estadio de juvenil 1 (CI). Além disso, a analise da sobrevivéncia média dos
mesmos individuos até o estadio 5 (C5), no qual foram realizadas as analises de
morfometria geométrica, mostrou nao existirem diferencas dessa variavel entre os dois
grupos de individuos. Esse comportamento observado para as taxas de mortalidade pode ser
explicado pela diferenca na qualidade da agua utilizada nos diferentes cultivos. O efluente
liberado pelos adultos ¢ composto, em sua grande maioria, por produtos provenientes da
excrecao dos mesmos. Esses produtos atuam sobre os caranguejos juvenis, que em estadios
miciais de desenvolvimento, sio muito mais sensiveis a toxicidade dessas substincias,
sendo capazes de provocar a elevada mortalidade observada no experimento. Apds esse
pico de mortalidade, as taxas comportam-se semelhantemente entre os dois tratamentos,
pelo fato dos caranguejos ja apresentarem certa resisténcia a esses produtos de excrecdo.
Com isso, a sobrevivéncia média até o estddio 5 ndo foi afetada, mostrando valores
semelhantes para os dois tratamentos.

A utilizacdo dos métodos de morfometria geométrica nesse trabalho mostrou-se
bastante convincente no que diz respeito a andlise e interpretacdo dos dados. Segundo
Adams et al. (2004), a maioria dos estudos que utilizam técnicas desse tipo, analisa a forma
de estruturas através de procedimentos baseados no espaco das formas de Kendal, na
distancia de Procrustes e nas aproximacdes a um espaco tangente, como o que se utilizou
no presente estudo. A utilizacdo desses procedimentos acaba apresentando um elevado
poder estatistico, com um baixo erro associado, impondo constrangimentos minimos,

dificilmente detectados, as tendéncias de variagao da forma (ROHLF, 1999).
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A andlise da segunda componente uniforme (U2) obtida para a carapaga, demonstrou
existirem diferencas significativas entre a forma de individuos ,com estimulo™ e ,sem
estimulo®. Essa componente explica variagdes globais, que acontecem ao longo de toda a
estrutura, mostrando que os animais que tiveram contato com odores de co-especificos
adultos, os quais se localizavam principalmente na parte positiva do eixo U2, apresentavam
a tendéncia de possuirem uma carapaga mais alongada e contraida lateralmente, quando
comparados com espécimes ,sem estimulo®™. Além disso, ndo se observaram diferengas no
tamanho do centréide entre os diferentes tratamentos. O valor dessa variavel manteve-se
constante nos dois tratamentos pelo fato do alongamento da carapaga ser uniforme, e
conseqiientemente gerar uma contracao lateral da mesma, ou seja, o aumento na dimensao
vertical foi compensado por uma regressdo na dimensdo horizontal, mantendo assim o
mesmo tamanho do centréide em ambos os tratamentos.

Analisando-se o relative warp 1 (RWI1), que apresentou diferencas quase
significativas entre os dois tratamentos (p = 0,057), observou-se a variagdo na forma da
regido anterior nos individuos ,com estimulo®, localizados majoritariamente na parte
positiva do RWI1. Nesses individuos, a regido anterior, principalmente aquela
correspondente ao marco anatomico 2, na orbita ocular, sofre uma expansao relativa. Essa
expansdo modifica a forma do segmento formado pelos landmarks 1 a 3, de linear, no lado
negativo do RW1, para uma forma mais triangular, com a formag¢do de um angulo entre o
marco anatomico 2 e os que estdo ao seu redor. Assim, 0os animais ,com estimulo®™, numa
visdo global, apresentam carapacas mais alongadas e contraidas que aqueles ,sem
estimulo®, apresentando ainda uma tendéncia de variacdo local da regido da orbita ocular.
Essa quase significancia estatistica obtida para o relative warp 1 da carapaga de C. maenas,
pode ser explicada pelo pequeno nimero de amostras utilizadas nas analises de
morfometria geométrica, no caso 24 exoesqueletos de juvenis de estadio cinco.

Essas adaptacdes na carapaca observadas nos individuos ,com estimulo™ podem ser
explicadas como defesas morfologicas induzidas através do efeito de predacdo, o qual foi
gerado pelo contato com o efluente de individuos adultos. Modifica¢gdes na forma externa
da carapaga, certamente serdo acompanhadas por modificacdes internas da mesma,

acarretando alteragcdes nos espacos para a distribuicao de 6rgaos vitais, como as branquias,
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coragdo ou gonadas. No caso observado nesse estudo, a modificacao uniforme na forma da
carapaga, com um alongamento da mesma, propiciaria um espag¢o adicional para o
desenvolvimento de uma maior massa branquial, inserida em toda a regido lateral da
carapaca, desde a regido anterior, até a posterior. Uma maior oxigenacao, gerada pela maior
massa branquial, acarretaria numa maior poténcia cardiaca e muscular, facilitando, por
exemplo, num momento de fuga de predadores.

Além disso, tal modifica¢do em individuos ,,com estimulo®, mudaria a posi¢ao relativa
dos olhos do caranguejo, com uma expansdao do local de inser¢do dos mesmos. Essa
modificagdo poderia funcionar como uma adaptacgdo para evitar ou reduzir a predagao, visto
esses animais enxergarem principalmente em duas dimensdes, por apresentarem
achatamento dorso-ventral, o que geraria uma ampliacdo no seu campo visual.

O presente trabalho também demonstrou que caranguejos ,com estimulo® apresentam
modificagdes na forma somente da quela direita, quando comparados com os espécimes
»sem estimulo®™. Tanto a componente uniforme 1 (Ul), quanto o relative warp 1 (RW1),
foram significativamente diferentes entre os dois grupos de organismos analisados. Os
animais sob influéncia de pistas quimicas, liberadas por adultos co-especificos,
apresentaram um aumento uniforme na altura da quela direita como um todo, como pode
ser observado variando-se a posi¢do no eixo da componente uniforme 1. Os animais ,com
estimulo™ estdo restritos, na sua grande maioria, a parte negativa do eixo Ul, a qual
representa uma forma mais robusta, obtida por uma elongacao vertical da estrutura como
um todo.

Analisando-se 0 RW1, que também se mostrou significativamente diferente entre os
dois tratamentos, observa-se a mesma tendéncia demonstrada pela componente uniforme.
Entretanto, diferente da componente anterior, que explica variagdes globais, esse eixo
demonstra haver variacdes locais na forma da quela direita de juvenis sob estimulo de
predadores, quando comparado com aqueles que ndo sofreram tal estimulo. Os caranguejos
,oom estimulo®, distribuidos principalmente na porg¢ao positiva do RW1, apresentaram um
aumento na espessura da quela na regido de intersecc¢do entre o propodo e o carpo, através
do distanciamento relativo entre os marcos anatomicos 4, localizado na regido terminal

superior do propodo, e o marco 5, localizado na regido terminal inferior do mesmo,
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tornando-a mais robusta. De acordo com Smith (2004), um aumento no tamanho da quela,
principalmente na altura da regido da mao, resulta em uma quela com uma vantagem
mecanica ideal maior, maior massa muscular e um maior espaco entre o dactilo e o polegar,
auxiliando na captura de alimentos de diferentes tamanhos.

Em seu estudo realizado no Golfo de Maine (EUA), Smith (2004) comparou duas
populagdes de C. maenas, uma bem estabelecida, ao Sul, cuja principal presa, o gastropode
Littorina obtusata, apresentava conchas mais robustas, adaptadas a elevada predacdo
exercida pela grande populacdo de caranguejos-verdes; e outra a Norte, com menor
abundancia de caranguejos e distribuigdo mais esparsa, cujas presas, apresentavam conchas
com as paredes mais finas, comparadas as da regiao Sul. Comprovou-se que os caranguejos
da regido Sul, apresentavam um aumento significante de 6,5% na altura da regido da mao,
somente na quela de maior tamanho, quando comparados aos individuos da regido Norte.
Nao foram observadas variagdes na forma da quela de menor tamanho, utilizada para a
manipulagdo do alimento, que no caso de C. maenas, localiza-se no lado esquerdo do
corpo. O aumento na altura da quela de maior tamanho, localizada no lado direito do corpo,
¢ explicada por ser essa a estrutura utilizada para quebrar as conchas de suas presas, que
sendo mais robustas, necessitam de mais for¢a e poténcia para serem quebradas. Assim,
caranguejos com quelas mais largas e fortes apresentam uma vantagem seletiva para com
0s que ndo as possuem, ndo somente por esses individuos terem acesso a uma faixa mais
ampla de tipos e tamanho de presa, mas também pelo fato de haver um menor risco de
danos as quelas no momento da alimenta¢do ou defesa (JUANES e HARTWICK, 1990,
TAYLOR etal., 2000).

No caso do presente trabalho, também ndo se observaram variagdes na forma da
quela de menor tamanho (esquerda) entre os animais com e sem estimulo. Entretanto,
semelhante ao exemplo acima, a quela direita apresentou modificagdes importantes para se
tornar mais robusta e protegida, principalmente no que se refere ao aumento relativo da
regido de intersecgdo propodo-carpo, pois € nesse local que se inserem a maior parte dos
musculos responsaveis pelo movimento da quela como um todo. Com o aumento dessa area
especifica, ha um maior espago para o desenvolvimento da musculatura, permitindo uma

maior forga e poténcia para a quela. Assim, o fato de existirem diferencas na morfologia e
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na funcdo das quelas de C. maenas, torna-se uma questdo muito importante para estudos
futuros sobre a morfologia, comportamento e morfometria dessa espécie de caranguejo
(JUANES et al., 2008).

Esse trabalho demonstrou que defesas morfologicas em juvenis de Carcinus maenas
podem ser induzidas por individuos adultos co-especificos. Entretanto, esse estudo somente
utilizou dados obtidos laboratorialmente, com condigdes diferentes das que ocorrem no
campo. No ambiente natural, o surgimento de defesas induzidas pode ser esperado,
principalmente, quando o impacto dos predadores € bastante varidvel ou imprevisivel,
enquanto que o aparecimento de defesas constitutivas, ou seja, fixadas no genoétipo, deve
ocorrer somente quando os impactos causados pelos predadores forem mais uniformes e
previsiveis (TOLLRIAN e HARVEL, 1999; TRUSSELL, 2000b). Além da influéncia do
predador sob a constituicdo dessas defesas, mais trés topicos devem ser levados em conta
no favorecimento das defesas induzidas em detrimento das constitutivas. Segundo Trussell
(2000b), as defesas induzidas somente serao favorecidas se a producdo de uma
caracteristica defensiva conferir algum beneficio ao organismo, como um aumento na
sobrevivéncia, crescimento ou reprodugdo; haver a presenca de um estimulo real, capaz de
induzir a defesa; ou o custo de produzir uma defesa constitutiva for maior, frente as
condigdes ambientais locais.

O fato de esse trabalho ter utilizado somente experimentos laboratoriais para tentar
explicar diferengas morfologicas entre individuos com e sem estimulo, sem utilizar
pesquisas no ambiente natural, traz a tona duas hipoteses capazes de explicar tais variagoes.
A primeira hipotese ¢ a de que as modificagdes morfologicas observadas nos juvenis
ocorreram por meio de plasticidade fenotipica, ou seja, através da habilidade de um
organismo expressar diferentes fenotipos, dependendo de condi¢des ambientais bidticas ou
abidticas (AGRAWAL, 2001). A outra hipdtese € a de que os individuos analisados foram
selecionados naturalmente, pois ja apresentavam caracteristicas adaptativas a predacao por
parte dos adultos co-especificos. Somente uma andlise complementar dos individuos
mortos durante o experimento, comprovaria uma dessas hipoteses. Se compararmos, por
exemplo, ecdises de juvenis de estddio 4, que sobreviveram até estddios sucessivos, e que

foram expostos a estimulos de co-especificos adultos, com individuos mortos de mesmo
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estadio, também expostos a esses estimulos, poderemos comprovar uma dessas hipoteses.
Se ndo forem encontradas diferencas significativas entre a forma média das ecdises e dos
individuos mortos, comprova-se a hipotese de plasticidade fenotipica, onde o estimulo
atuou na inducdo de defesas morfoldgicas, tanto nos animais mortos, quanto naqueles que
sobreviveram a estadios posteriores. A plasticidade fenotipica acaba por funcionar como
um mecanismo de manutencao da variagdo genética (GILLESPIE e TURELLI, 1989), pois
reduz a probabilidade de um unico genotipo ser considerado 6timo em todos os ambientes.
A plasticidade pode, por essa razdo, influenciar as seguintes caracteristicas: o
favorecimento de genotipos especificos em ambientes particulares, a resposta de diferentes
populagdes a selecdo, a taxa de fixacdo desses gendtipos € a manutengdao da variagdo
genética. No entanto, se forem encontradas diferencas significativas entre a forma média
desses dois grupos de organismos, pode-se aceitar a hipotese de que a sele¢do natural
selecionou somente os espécimes que apresentavam caracteristicas adaptativas para evitar
ou reduzir a predacdo por parte dos caranguejos adultos. Assim, os individuos que
morreram foram selecionados negativamente por ndo apresentarem tais caracteristicas.

Por fim, por se tratar de uma espécie invasora conhecida mundialmente, o
caranguejo-verde Carcinus maenas, ¢ foco de inimeros trabalhos de investigagdo
cientifica. Contudo, como em qualquer estudo de invasdes bioldgicas marinhas, o foco
principal desses trabalhos ¢ analisar os impactos diretos da invasdo da espécie, como a
alteracdo do habitat e modificacdo nos padroes de competicdo e predacao da comunidade
nativa. Pouco se sabe sobre como essas espécies introduzidas respondem ecologicamente e
evolutivamente ao novo ambiente, e também pouco se sabe sobre os efeitos indiretos
provocados pela presenca dessa nova espécie sobre espécies de presa, predadores e até
mesmo de individuos co-especificos. No caso de Carcinus maenas, esse foi o primeiro
estudo a abordar a questdo do canibalismo influenciando a morfologia de juvenis dessa
espécie. Sabe-se que o canibalismo ¢ uma das principais formas de controle da mortalidade
em eventos de assentamento para muitas espécies de caranguejos, entre eles o proprio
caranguejo-verde, variando bastante conforme o ambiente analisado (LUPPI et al., 2001;
BAETA et al., 2006). Entretanto, influéncias indiretas do mesmo sobre a morfologia da

propria espécie ndo haviam ainda sido reportadas na literatura. Para um melhor
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entendimento de todo esse processo, pesquisas deverdo ser realizadas para determinar qual
a natureza das pistas quimicas liberadas pelos individuos adultos, e qual a relacao funcional

entre as respostas morfoldgicas de defesa com o tipo, concentragdo e duragio dessas pistas.
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