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Resumo

O caranguejo Goniopsis cruentata é um caranguejo nao-escavador, que vagueia pelo substrato
entre as raizes do mangue durante a maré baixa, sendo considerado um alimentador generalista,
ingerindo sedimentos organicos, algas, plantas e moluscos. Essa caracteristica representa um
elo importante no fluxo de energia para 0s ecossistemas manguezais, além de um importante
papel na rotatividade de producdo primaria desses ambientes e estruturacdo e fungdo do
manguezal. No periodo de fevereiro de 2019 a janeiro de 2020 foram capturados 713 individuos
(378 machos e 335 fémeas) das quais as fémeas ovigeras foram utilizadas para cultivos (+ 16
fémeas). O desenvolvimento e exploracdo do evento embrionario do caranguejo Goniopsis
cruentata (Latreille, 1803) foi estudado e descrito em laboratério através de descrigdo visual e
técnicas de morfometria tradicional e geométrica. Essas técnicas também foram utilizadas para
determinar variagcdes de perspectiva intraespecifica, nos estagios jovens e adultos e entender
como o derramamento de 6leo nos oceanos, atua na morfologia dos caranguejos brachyuras
(juvenis e adultos) e como esses eventos influéncia nos estagios iniciais de vida dos
caranguejos. A sequéncia de alteracBes morfoldgicas observadas inicialmente no ovo e
posteriormente no embrido permitiu descrever 9 fases embrionérias a partir do momento de
morula, processo relatado pela primeira vez para 0s grapsideos: pré-extrusao, pré-clivagem,
pos-clivagem, pré-naupliar, naupliar, metanaupliar, pigmentacédo ocular e abdominal, batimento
cardiaco e pré-eclosdo. Os ovos mostraram-se (forma elipsoidal) apenas para 0s 0vos
classificados como | periodo. Durante a embriogénese 0s 0vos apresentaram aumento em seu
diametro e volume de 15% e 50% respectivamente. Na analise intraespecifica, machos (M) e
fémeas (F) apresentaram alometria negativa (p0<1) para todas as relacbes lineares com
diferenca ontogenética (p<0,01) para todas as comparacdes. A vista dorsal os machos se
apresentaram mais largos na regido posterior do que as fémeas. Além disso, na regido
abdominal fémeas jovens apresentam forma triangulares e as adultas ovais, comportamento
caracteristico dos braquidros. Em relacdo a forma dos quelipedes, observamos separagédo
morfoldgica na comparagédo sexual (macho e femea) e lateralidade (direita x esquerda) (p<0,01),
sem variagdo ontogenética (adulto x jovem). Na comparacdo com efeito de a¢des antropicas 0s
padrdoes de distribuicdo de tamanho e forma de G. cruentata apresentaram diferencas
perceptiveis, para técnicas de morfometria linear em todos os grupos (femea jovem, macho
jovem, femea adulta e macho adulto), no entanto, esse padrao nao foi notado para a geomeétrica,
entre os periodos pré e pds-derramamento. Observou-se que concentracdo de 12,5% FSA
apresentou a média mais elevada de mortalidade (29% +26%), ndo diferindo da concentracéo
controle (17+18%). Nossos dados mostram que as técnicas de morfometria linear associada a
morfometria geométrica sdo eficazes na identificacdo de variagdes, podendo ser uma ferramenta
atil e de facil acesso na inferéncia de possiveis desequilibrios ambientais ou, de outra forma,
das consequéncias locais, além de auxiliar na quantificacdo de desastres provocados por
incidentes. Os resultados obtidos auxiliardo a elucidar a compreensao de impactos ecoldgicos
provocados por derramamentos de 6leo, usado como ferramenta na tomada de decisdes politicas
e no gerenciamento ambiental de habitats de caranguejos para evitar danos e riscos ambientais.
PALAVRAS CHAVES: Caranguejo, Embriologia, Ontogenia, Derramamento de Oleo,
Larvas.
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Abstract

The crab Goniopsis cruentata is a non-digging crab, which roams the substrate between the
mangrove roots during low tide, being considered a generalist feeder, ingesting organic
sediments, algae, plants and molluscs. This feature represents an important link in the flow of
energy to mangrove ecosystems, as well as an important role in the turnover of primary
production in these environments and the structuring and function of the mangrove. From
February 2019 to January 2020, 713 individuals were captured (378 males and 335 females) of
which the ovigerous females were used for cultivation (+ 16 females). The development and
exploration of the embryonic event of the crab Goniopsis cruentata (Latreille, 1803) was
studied and described in the laboratory through visual description and traditional and geometric
morphometric techniques. These techniques were also used to determine variations in
intraspecific perspective, in the juvenile and adult stages and to understand how human actions,
oil spills in the oceans, act on the morphology of brachyura crabs (juveniles and adults) and the
magnitude of how these events influence the stages. crab life initials The sequence of
morphological changes observed initially in the egg and later in the embryo allowed the
description of 9 embryonic phases from the moment of morula, a process reported for the first
time for grapsids: pre-extrusion, pre-cleavage, post-cleavage, pre-naupliar, naupliar,
metanaupliar, ocular and abdominal pigmentation, heartbeat and pre-hatch. The eggs were
shown (ellipsoidal shape) only for eggs classified as | period. During embryogenesis the eggs
showed an increase in their diameter and volume of 15% and 50% respectively. In the
intraspecific analysis, males and females showed negative allometry (p0<1) for all linear
relationships with ontogenetic difference (p<0.01) for all comparisons. In dorsal view, males
were wider in the posterior region than females. In addition, in the abdominal region, young
females are triangular in shape and adults are oval, a characteristic behavior of brachyurans.
Regarding the shape of the chelipeds, we observed morphological separation in the sexual
comparison (F x M) and laterality (R x L) (p<0.01), without ontogenetic variation (A x Y). In
the comparison with the effect of anthropic actions, the patterns of size and shape distribution
of G. cruentata showed noticeable differences, for linear morphometric techniques in all groups
(FY, MY, FA and MA), however, this pattern was not noticed for the geometric, between the
pre- and post-spill periods. After a period of 48 hours of exposure of the larvae to ASF, to
evaluate the acute effect of the oil, the mortality percentages ranged from 0 to 100% with a
mean of 19 +21%. It was observed that a concentration of 12.5% FSA had the highest mean
mortality (29% +26%), not differing from the control concentration (17 +18%) and the other
treatments (Dunn, p>0.05). Our data show that linear morphometric techniques associated with
geometric morphometry are effective in identifying variations, even if not perceptible to the
naked eye (as in determining the differentiation of different embryonic stages), and can be a
useful and easily accessible tool in inference of possible environmental imbalances or,
otherwise, of local consequences, in addition to helping to quantify disasters caused by
incidents, given the size and complexity of aquatic systems. The results obtained in this will
help to elucidate the understanding of ecological impacts caused by oil spills, used as a tool in
political decision-making and in the environmental management of crab habitats to avoid
environmental damage and risks.

KEY-WORDS: Crab, Embryology, Ontogeny, Oil Spill, Larvae.
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INTRODUCAO GERAL

Os crustaceos sdo um grupo animal de sucesso evolutivo, apresentando um grande nimero
de espécies viventes e que conquistou diferentes habitats, sejam marinhos, terrestres ou
dulcicolas (SASTRY, 1983). De acordo com Ng et al. (2008), a maior diversidade registrada
dentre os crustaceos pertence a ordem Decapoda, que conta com cerca de 1.200 géneros e
10.000 espécies que distribuem em todos os habitats, predominantemente no ambiente marinho.
Esse sucesso evolutivo acaba sendo refletido na diversidade de padrdes de historia de vida e
estratégias reprodutivas apresentados por esse clado (SASTRY, 1983).

Pertencente a ordem Decapoda, a infraordem Brachyura € o grupo de caranguejos que
exerce forte controle de topo nas cadeias alimentares estuarinas e que também exibe uma grande
variagdo trofica (BRUSCA & BRUSCA, 2007), desta forma, apresentando, uma elevada
importancia ecolégica nos ambientes de manguezais (SHAEFFER-NOVELLI, 1995). Os
braquiluras contém todos os caranguejos verdadeiros, sendo composta por mais de 7.250
espécies em 104 familias (DAVIE et al., 2015; MA et al., 2019).

Além disso, algumas espécies de caranguejos de manguezais apresentam relevante
importancia econdmica, segundo as estatisticas pesqueiras para o estado de Pernambuco
(CEPENE, 2000; IBAMA, 2008), destacando-se os caranguejos Ucides cordatus (Linnaeus,
1763), Cardisoma guanhumi Latreille, 1825 (SCHAEFFER-NOVELLI, 1995) e o Goniopsis
cruentata (Latreille, 1803), popularmente conhecidos como caranguejo-uca, guaiamum e aratu,
respectivamente.

O G. cruentata é uma importante fonte de renda para as populagdes ribeirinhas (MOURA
& COELHO, 2004), principalmente quando levado em consideracdo 0s estuarios
pernambucanos, e teve sua produgdo aumentada de 8,2 toneladas, em 1999, para 52 toneladas,
em 2006 (SOUZA-FILHO, 2015). A pesca de aratu (Goniopsis cruentata, Latreille, 1803) no
Brasil ¢ realizada desde areas de interior, como rios e lagos, até zonas costeiras, em estuarios e
manguezais. E uma das atividades de pesca de crustaceos realizadas na zona costeira do pais,
sendo fonte de sobrevivéncia de milhares de familias situadas nessas &reas. Em Pernambuco é
uma das principais atividades de pesca realizadas entre as comunidades do litoral norte do
estado e se caracteriza como uma atividade de pesca de pequena escala, realizada para a
subsisténcia e para fins econdmicos normalmente associados a comércio locais.

Essa espécie se distribui em quase todo o Atlantico Ocidental, sendo encontrada das

Bermudas até o Brasil, cuja distribuicdo ocorre do Pard a Santa Catarina, sendo encontrada,
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inclusive, em Fernando de Noronha e no Atol das Rocas (MELO, 1996). O caranguejo
Goniopsis cruentata é um caranguejo nao-escavador, que vagueia pelo substrato entre as raizes
do mangue durante a maré baixa, sendo considerado um alimentador generalista, ingerindo
sedimentos organicos, algas, plantas e moluscos (LIMA-GOMES et al.,, 2011). Essa
caracteristica representa um elo importante no fluxo de energia para os ecossistemas
manguezais, além de um importante papel na rotatividade de produgdo priméria desses
ambientes (CAMILLERI, 1992) e estruturacao e funcdo do manguezal através do consumo de
propagulo de mangue (LEE, 1998). O seu habito de escalar arvores faz com que durante as
marés altas, 0 Goniopsis cruentata migre para a copa das arvores para evitar a predacao por
peixes carnivoros (WIEDEMEYER, 1997), mas também utiliza galhos e tocas como refagios,
ocupando praticamente todos os habitats potenciais no manguezal (COBO & FRANSOZO,
2003).

O aratu é uma espécie onivora, alimentando-se de folhas presentes no substrato, algas
filamentosas aderidas as raizes do mangue, propagulo de mangue e predando jovens de outras
espécies de caranguejo, como Ucides cordatus (Lira, 2013). Uma quantidade crescente de
dados sugere que a relacdo entre os caranguejos grapsideos e os manguezais é fortemente
reciproca, com cada um influenciando o desempenho ou mesmo a sobrevivéncia do outro (LEE,
1998), sendo tido, desta forma, como espécies "chaves" nesses ecossistemas (SMITH et al.
1991).

O aratu, assim como 0s braquituras, apresenta copula na fase de intermuda (carapaca nao
rigida), o opérculo, presente no poro genital feminino, é descalcificado e, assim, 0 macho pode
inserir 0 gondpodo, 6rgdo sexual masculino, ocorrendo liberacao de espermatozdides que serdo
armazenados na espermateca (ADIYODI, 1988), estrutura presente nas fémeas. ApoOs a
fertilizacdo, os ovos sdo formados e incubados no abdémen das fémeas, onde 0s espécimes
carregam 0s 0vos presos aos pledpodes, formando uma massa de ovos (similar a um cacho de
uva) (COBO & OKAMARI, 2008; TEIXEIRA et al., 2017).

As fémeas desta espécie protegem os ovos por tempo suficiente durante seu
desenvolvimento, investindo grandes quantidades de energia no cuidado da ninhada para que o
ovo contenha todos os nutrientes necesséarios (WEAR 1974; FERNANDEZ et al., 2000). Em
parte, a producdo e o desenvolvimento dos ovos sdo limitados pelas condi¢bes climaticas,
principalmente em espécies que habitam ambientes mais extremos (COBO & OKAMARI,
2008).

Em trabalhos anteriores Lira et al (2014) apontam que os principais tragos do historico de vida
e as caracteristicas da populacdo de G. cruentata podem variar em uma escala espacial muito

pequena, o que pode ajudar a elucidar ainda mais a biologia da natureza deste grupo. Alguns
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trabalhos evidenciam que as condi¢des ambientais do local desempenham variagdes fenotipicas
entre populacdes que habitam diferentes latitudes, como mostrado por Lira et al. (2015), onde
espécimes de G. cruentata de diferentes latitudes apresentam padrdes alométricos divergentes
de caracteristicas sexuais, como tamanho de maturacéo e tamanho do corpo. Informagdes sobre
a duracdo da incubagdo ovariana e o desenvolvimento embrionario de A. cribrarius seriam de
grande utilidade numa avaliacdo produtiva em projetos de aquicultura, pois a sobrevivéncia das
larvas est4 intimamente relacionada as suas reservas vitelinicas (GIMENEZ & ANGER 2001).
O potencial de cultivo dessa espécie ja tem sido ressaltado na literatura, com destaque para sua
facil reproducdo em cativeiro (PINHEIRO & FRANSOZO 1999) e alta fecundidade
(PINHEIRO & TERCEIRO 2000)

Sendo assim, € importante entender como as espécies ajustam seus ciclos de vida para
aproveitar os periodos com condicGes mais favoraveis para o seu desenvolvimento (SASTRY,
1983). Para explicar, entender e até mesmo prevé a dindmica populacional de qualquer recurso,
é necessario compreender os sistemas naturais, com isso, estudos sobre a embriologia e
ontogenia apresentam grande potencial para fornecer informagdes em contextos taxondmicos e
filogenéticos (POHLE & MARQUES 2000; MANTELATTO et al. 2004; VELA &
GONZALEZ-GORDILLO 2016). Além disso, as descrigbes das fases de vida em Decapoda
também contribuem para o avanco de estudos ecoldgicos, como por exemplo: entender as
estratégias de vida, o recrutamento e a dindmica populacional, incluindo a distribuicdo espaco-
temporal das populacdes (GONZALEZ-GORDILLO & RODRIGUEZ 2000).

Alcancar esses objetivos é muitas vezes complicado devido aos altos niveis de variacao
interespecifica e intraespecifica em quase todas as meétricas biologicas ou ecoldgicas
(GRIFFEN & MOSBLACK, 2011). No entanto, reunir informacfes sobre a biologia de
espécies-chaves de uma determinada regido se faz necesséario para compreender 0s processos
que afetam o equilibrio das comunidades ou de seus ecossistemas, o funcionamento dos
organismos e suas relacdes ecoldgicas (KARR & JAMES, 1975).

Desta forma essa tese visa elucidar aspectos ecologicos e fisioldgicos do aratu, quanto a
sua estratégia de desenvolvimento e de crescimento durante o seu ciclo embrionario e
ontogenético, explorando e descrevendo os periodos embrionario (quanto a sua forma, tamanho
e volume) aspectos ainda ndo descritos para uma espécie de caranguejo arboricola, o Goniopsis
cruentata, importante recurso pesqueiro, capturado no litoral sul de Pernambuco. Além de
investigar a existéncia de correlacdo da forma e tamanha dentro da sua trajetdria ontogenética,
em uma perspectiva intraespecifica, nos estagios jovens e adultos. Ao mesmo tempo, o presente

trabalho objetiva entender como ac¢des antrdpicas, derramamento de 6leo nos oceanos, atua na



Embriologia e ontogenia do aratu Goniopsis cruentata (Latreille, 1803) ...
morfologia dos caranguejos brachyuras (juvenis e adultos) e a magnitude de como esses eventos
influéncia nos estagios iniciais de vida dos caranguejos. Neste sentido, o conhecimento dos
aspectos do desenvolvimento embrionario e ontogenetico do G. cruentanta visa contribuir para
o entendimento de alguns aspectos bioldgicos, equilibrio e/ou recuperagdo, manutencdo e
manejo, pautado no conhecimento das caracteristicas populacionais, fundamentais para o
desenvolvimento de politicas publicas visando a gestdo, a preservacdo e a conservacgdo da

espécie.

OBJETIVOS:
Geral:

O presente trabalho tem por objetivo investiga o desenvolvimento embrionario e os
periodos existentes na fase embrionaria de uma espécie de caranguejo arboricola além de
explorar a variacdo do tamanho e da forma através da técnica de morfometria linear e
geométrica existente entre 0s sexos e estagios maturacionais e como agdes antropicas

(derramamento de 6leo) podem interferir nessas variacoes.
Especificos:

- Descrever e ilustrar o ciclo embriondrio completo e explorar a variagdo morfoldgica

embrionaria da espécie e da espécie Goniopsis cruentata cultivada em laboratorio;

- Explorar a variagcdo morfologica da especie Goniopsis cruentata entre espécimes do mesmo

sexo e estagio diferentes e entre espécimes de sexo e estagio diferentes;

- Explorar a variagdo morfoldgica da espécie Goniopsis cruentata entre espécimes do mesmo

SeX0 e mesmo estagio, em momentos pré e pos desastre ambiental;
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ARTIGO I: Morfologia e desenvolvimento de ovos e embrides do grapsideo de
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RESUMO: O desenvolvimento e exploracdo do evento embrionario do caranguejo Goniopsis cruentata
(Latreille, 1803) foi estudado em laboratorio. As fémeas foram coletadas um sistema de manguezal
localizado no municipio Tamandaré, nordeste do Brasil. Amostras de ovos foram obtidas diariamente,
examinadas ao microscopio de luz. O desenvolvimento embrionario foi analisado através das
caracteristicas morfologicas, propor¢do corpo do embrido/gema, biometria dos ovos e tempo de
incubacdo. A sequéncia de alteraces morfoldgicas observadas inicialmente no ovo e posteriormente no
embrido permitiu descrever 9 fases embrionarias a partir do momento de mdrula, processo relatado pela
primeira vez para 0s grapsideos: pré-extrusdo, pré-clivagem, pos-clivagem, pré-naupliar, naupliar,
metanaupliar, pigmentacdo ocular e abdominal, batimento cardiaco e pré-eclosdo. Os ovos mostraram-
se (forma elipsoidal) apenas para os ovos classificados como | periodo. Durante a embriogénese, 0s ovos
apresentaram aumento de tamanho (15%) em didametro e volume (50,5%). O tamanho médio dos ovos
foi de 372+22 um (didmetro) e 2.7E+8+0,4 um3 (volume). A duracdo média da incubacdo foi de 16 +
1.0 dias. Os resultados apresentados ndo sé contribuem para a compreenséo do ciclo de vida da espécie,
mas também podem ser considerados no desenho de medidas de controle para 0 manejo da captura da
espécie (por exemplo, implementacdo de proibicdes de captura durante os picos de estacao reprodutiva).
Palavras-Chaves: Exploracdo morfolégica, periodo embrionério, embriogénese, aratu

ABSTRACT: The development and exploration of the embryonic event of the crab Goniopsis cruentata
(Latreille, 1803) was studied in the laboratory. Females were collected in a mangrove system located in
the municipality of Tamandaré, northeastern Brazil. Egg samples were obtained daily, examined under
a light microscope. Embryonic development was analyzed through morphological characteristics,
embryo body/yolk ratio, egg biometry and incubation time. The sequence of morphological changes
observed initially in the egg and later in the embryo allowed the description of 9 embryonic phases from
the moment of morula, a process reported for the first time for grapsids: pre-extrusion, pre-cleavage,
post-cleavage, pre-naupliar, naupliar, metanaupliar, ocular and abdominal pigmentation, heartbeat and
pre-hatch. The eggs were shown (ellipsoidal shape) only for eggs classified as | period. During
embryogenesis, the eggs showed an increase in size (15%) in diameter and volume (50.5%). The average
size of eggs was 372+22 um (diameter) and 2.7E+8+0.4 um3 (volume). The mean duration of incubation
was 16 + 1.0 days. The results not only contribute to the understanding of the species' life cycle, but can
also be considered in the design of control measures for the management of the species' capture (eg
implementation of capture bans during peak breeding season).
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Keywords: Morphological exploration, embryonic period, embryogenesis, aratu

INTRODUCAO

Goniopsis cruentata (Latreille, 1803) é a unica especie de brachyura pertencente ao
género Goniopsis De Haan, 1833, (Ng, Guinot & Davie, 2008), distribuida em ambos os lados
do Atlantico, incluindo Bermudas, Florida, Golfo do México, Antilhas, Guianas e Brasil
(Maciel & Alves, 2009). Por ser um organismo com habitos alimentares generalistas, atuam
em varios processos naturais, como por exemplo a ciclagem de nutrientes do ambiente (Lima-
Gome, Cobo & Fransozo, 2011), apresentando uma elevada importancia ecoldgica. A espécie
possui ainda importancia econdmica e social, principalmente no Nordeste do Brasil onde o
declinio de popula¢Ges como o caranguejo-ucé leva um aumento natural da captura de outras
espécies como o aratu; descrito como status de espécie Menos Preocupante (LC), conforme o

livro vermelho dos crustaceos do Brasil, (Pinheiro et al., 2016).

Nos caranguejos braquitros, as fémeas incubam seus ovos, aderidos aos pledpodes ap6s
a desova, cujo periodo de incubagdo pode variar de acordo com as espécies (Wear, 1974). Em
algumas espécies de caranguejos, esse armazenamento pode durar dias como no caso do Aratus
pisonii Milne Edwards, 1837 (Sesarmidae) e Goniopsis pulchra de Haan, 1833 (Grapsidae),
com duracdo de 14 e 15 dias respectivamente (Garcia-Guerrero & Hendrickx, 2004) ou até anos
a exemplo do caranguejo Erimacrus isenbeckii (Brandt) (Nagao, Munehara, & Shimazaki,
1999), com duragéo estimado em mais de 12 meses. Essa variabilidade nos estagios e duracéo
total de seu desenvolvimento embrionario, resultam de adaptacdes evolutivas (Scholtz 7 Dohle
1996, Dohle et al. 2004, Scholtz & Wolff 2013) e da modulacéo fisioldgica por condicdes
ambientais (Hamasaki et al. 2003, Bas et al. 2008).

No periodo embrionario, esses brachyuras apresentam um processo de desenvolvimento
sem a presenca de uma separacdo definida dos periodos seguintes e dos anteriores com
diferencas morfoldgicas claras, diferente do que ocorre no desenvolvimento larval. Por esta
razdo, consolidou-se 0 uso do termo “periodos”, que se refere com mais precisao a uma por¢ao
da vida de um processo de desenvolvimento continuo. Uma vez que o uso de "estagio” ou "fase"
para descrever o desenvolvimento embrionario é algo controverso no campo da embriologia de
decdpodes, pois ambos os termos sdo alusivos a existéncia de "etapas”, ou seja, um
desenvolvimento ndo continuo, como ocorre nos crustaceos durante seu ciclo de vida, a partir

do estagio larval até a fase adulta (Garcia-Guerrero & Hendrickx, 2004).
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Na maioria das espécies, o desenvolvimento embrionario é uma das fases do ciclo de

vida mais sensiveis aos estressores ambientais (Lee et al. 1996), portanto sua caracterizacdo em

condigcdes naturais & necessaria para entender seus efeitos a curto e longo prazos. O

conhecimento do periodo de desenvolvimento embrionario e incubacdo, auxilia no

entendimento de questbes energéticas necessarias, uma vez que esse simples controle

fisiolégico no cuidado da ninhada pode ter importantes consequéncias ecoldgicas e evolutivas
(Strathmann & Chaffee 1984).

Em estudos ecoldgicos e fisiologicos, Bartholomew (1987) e Burggren (1992) reforcam
a hipotese de que a selecdo natural atua em todos 0s estagios de desenvolvimento e que
estratégias ontogenéticas, definidas como as adaptacbes dos diferentes estagios de
desenvolvimento de diversos taxons, devem ser estudadas em todos o0s estagios de
desenvolvimento, incluindo o évulo e o embrido. No entanto, é visto que pesquisas sobre as
adaptacOes e funcionamento dos ovos e embrides de caranguejos é lamentavelmente ausente,
mesmo que de extrema importancia na compreensdo dos caminhos evolutivos que levam a

conquista de ambientes (Cannicci, Simoni & Giomi, 2011).

O conhecimento desta parte da ontogenia ndo é apenas de interesse cientifico intrinseco,
mas também um pré-requisito para o desenvolvimento de praticas de incubagdo e bercério
(Davis et al. 2004, Zmora et al. 2005, Quinitio 2009), além disso o entendimento da sua
morfologia, podem refletir importantes adaptacGes evolutivas e os caracteres das formas dos
ovos podem ser usados satisfatoriamente para consideracdes filogenéticas (Howard e Kistner,
1978; Dominguez e Cuezzo, 2002). Essas informagdes podem ser usado na previséo de padroes

temporais de producao de larvas para fins de gestdo da pesca (Stevens et al. 2008) e aquicultura.

De acordo Garcia-Guerrero & Hendrickx (2006), esse momento que representa o
primeiro estagio no ciclo de vida, provavelmente, € um dos mais sensiveis a fatores externos.
Desta forma, um estudo que descreva o desenvolvimento embrionario de espécies associadas a
ecossistemas criticos (ou seja, ecossistemas com forte estresse ecoldgico) é considerado de
grande importancia para sua biologia. Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo
explorar e descrever o evento embrionario de uma espécie de caranguejo associada a floresta
de manguezal, o Goniopsis cruentata, importante recurso pesqueiro, capturado no litoral de

uma regido costeira do Nordeste do Brasil.

MATERIAL E METODOS
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Area de Coleta
O presente estudo foi realizado em um sistema de manguezal localizado no municipio

Tamandaré, nordeste do Brasil, que faz parte da Area Marinha Protegida (MPA) Costa dos
Corais (FIGURA 1), criada em abril de 1999 por meio de um decreto Federal. O clima é do tipo
litor&neo, quente e Umido, com precipitacdo pluviométrica anual elevada, em torno de 2000
mm. Apresenta marés semidiurnas com amplitudes médias de 2,4 m e temperatura da agua do
mar variando entre 24°C e 31°C (Moura, 1991). A area estuarina ¢ de planicie alagada, recoberta
em toda sua extensdo por mangues das espécies Rhizophora mangle L. (mangue vermelho),
Laguncularia racemosa (L.) Gaertn. F. (mangue branco), Avicenia schaueriana Stapf &
Leechman (mangue preto) e Canocarpus erectus L. (mangue de botdo) (Duarte 1993).
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Figura 1: Mapa de localizacdo do manguezal de estuario tropical, localizado na cidade
de Tamandaré (Nordeste do Brasil), local de coleta dos espécimes de Goniopsis
cruentata, entre fevereiro/2019 e janeiro/2020. Fonte: Silva et al. 2022
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Procedimentos em campo

Individuos da espécie Goniopsis cruentata foram capturados no periodo de janeiro a dezembro
de 2019. Os espécimes foram capturados com linha de nylon com isca (visceras de animais)
sem anzol e amarrada em vara de pesca na outra extremidade da linha, arte de pesca apropriada
para o habito desta espécie. Os individuos que apresentavam a massa de ovos aderida ao
pléopodos foram acondicionadas em recipientes plasticos separados dos demais espécimes e
transportadas até o Laborat6rio de Ecologia de Plancton, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (LEPLANC-UFRPE).

Procedimento em Laboratério

Fémeas ovigeras de G. cruentata foram mantidas em aquéarios de vidros contendo agua
do mar com salinidade de 30 = 1%; temperatura entre 28 e 31°C, fotoperiodo com 12h de luz e
rochas para servir de abrigo. Os caranguejos foram alimentados com frutas uma vez ao dia.
Todos os dias, 0 excesso de comida, excrementos e ovos perdidos eram removidos e feita a
troca de agua.

Diariamente, foi removida uma pequena por¢do da massa de ovos de cada fémea e
analisada em microscépio Opton em binocular 4/0.1 com o intuito de acompanhar o
desenvolvimento do ovo. A mudanca de cor correspondente ao desenvolvimento e duracéo do
periodo de incubagdo foram obtidas a partir de observacdo diaria, levando em consideracdo o
padrdo de classificacdo RGB, sendo os ovos fotodocumentados e mensurados, com binocular

milimetrada em um aumento de 4/0,1, quanto ao seu maior didametro.

Andlise linear e volumétrica

O diametro médio dos ovos foi obtido a partir da mensuracdo do maior e menor diametro
de todos os ovos medidos em cada periodo, com precisdo de 0,01 mm. O volume dos ovos foi
calculado usando os volumes médios observados no final de cada periodo, considerando-se o
volume da esfera. Inicialmente, foi verificada a normalidade dos erros da distribuicdo e a
homocedasticidade das variancias (teste de Shapiro Wilk) (Zar, 2010), e, posteriormente, foi
realizado um teste ANOVA de uma via (p>0,05), para detectar possiveis diferengas

significativas no perimetro e volume do ovo ao longo do seu desenvolvimento.
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Morfometria geométrica dos ovos

Os ovos foram mensurados a partir da unido com o filamento que une os ovos. Todas as
imagens foram binarizadas em silhuetas pretas com fundo branco, utilizando um programa de
edicdo de imagens. Todas as analises foram performadas em R versdo 3.6.1 (R Development
Core Team, 2019). A obtencdo das informac6es da forma dos ovos foi feita através da extracéo
do contorno em coordenadas (X, y) das imagens binarizadas, e baseado na Analise de Fourier
Eliptica (AFE) usando o pacote ‘Momocs’ versdao 1.4.0 (Bonhomme et al., 2014). Para mais
detalhes dos procedimentos metodoldgicos e matematicos da AFE, ver Lestrel (2008).

A caracterizacdo da variacdo da forma dos ovos foi obtida através de uma analise de
componentes principais (PCA) aplicada na matriz de coeficientes de Fourier. O nimero de
componentes principais retidos como significativos foi determinado de uma regressao
segmentada entre os componentes e a variagdo explicada por cada um, usando o pacote
‘segmented’ versdo 0.5-3.0 (Muggeo, 2008).

O ponto de inflexao da regressao foi entdo usado como uma referéncia para determinar
0 nimero de componentes significativos e reduzir a subjetividade do critério scree plot. Uma
analise de varidveis candnicas (CVA) foi aplicada na matriz de componentes principais
significativos, para verificar o grau de separacdo morfoldgica entre os periodos dos ovos,
usando o pacote ‘Morpho’ versao 2.7 (Schlager, Jefferis, & Amp; lan, 2019). Para esta analise,
as distancias euclidianas médias em cada periodo foram comparadas por pares para testar
diferencas entre os padrdes morfoldgicos gerais dos ovos, uma vez que quanto maior a
distdncia, maior o grau de diferenca morfologica. A anélise multivariada da variancia
(MANOVA) foi aplicada nos scores da CVA para checar se houve diferenca morfologica entre

0s periodos subsequentes.

Caracterizacéo dos periodos

A caracterizacdo dos periodos ovocitarios foi realizada a partir de observacgdes diarias
(a cada 24h) e comparado com o trabalho proposto por Garcia-Gerreiro e Hendrickx (2004),
realizado para espécies filogeneticamente proximas do Goniopsis cruentata. O curso temporal
do desenvolvimento embrionario, indicado pelo aparecimento de caracteristicas morfologicas
especificas, incluindo o desenvolvimento do olho composto, o inicio do batimento cardiaco, o
desenvolvimento da pigmentacdo dos membros e o inicio de contra¢cbes musculares foram

monitorados até o0 momento de liberacdo em seu primeiro estagio larval (zoea 1).
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RESULTADOS

Foram analisados, em média, 190 ovos de cara periodo ovocitéario, proveniente de 19
fémeas ovigeras durante o periodo de janeiro a dezembro de 2019.

Os ovos de Goniopsis cruentata ndo passaram por diferentes cores com seu
desenvolvimento gradual. Os ovos recém-extrusadoseram amarelos foscos (137,97,45) em sua
vista microscopica. Os ovos eram aproximadamente esféricos e circundados por duas
membranas, uma membrana interna e outra externa, ja bem definidas a partir do periodo 0,
descrito a seguir. Ambas as membranas eram transparentes e a gema visivel como granulos
amarelos. A medida que o desenvolvimento avanca, a cor amarela fosca muda para amarela
brilhante (214,160,37) (Figura 2).
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Figura 2. Representacdo do desenvolvimento dos estagios embrionarios do Caranguejo
Goniopsis cruentata capturados em um manguezal estuarino tropical na cidade de Tamandaré
(Nordeste do Brasil), entre fevereiro/2019 e janeiro/2020. p = pigmentos; ¢ = cromatoforos; h
= corag¢do. Barra de escala = 280 um. 0 — VII = periodos do desenvolvimento embrionario.
Fotos obtidas através de microscopio eletronico.

Periodo 0. Pré-extrusao - Mérula - Ovos ndo postos (Fig. 2-0). Ovo esférico com macigo de
células que sofreram clivagens sucessivas (divisdo celular) a partir da célula inicial zigotica,
ndo preenchendo o ovo. Presenca de estrutura transparente circundando a gema. Estagio
Morula.
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Periodo I. Pré-clivagem - Ovos recém-postos (Fig. 2-1). O ovo é macrolecital-centrolecital e
esférico, preenchido com uma massa uniforme de gema cor alaranjada uniforme fosca, sem

evidéncia de desenvolvimento.

Periodo II. Pos-clivagem - Dias 3-4 (Fig. 2-11). A gema é fragmentada em pequenas goticulas
oleosas. A cor da gema é mais clara do que no periodo I. Um aglomerado de células primordiais
presumidas comega a se formar como uma mancha localizada na posigédo ventrolateral. Com
evidéncias de tecidos. O cluster se diferenciou em principais estruturas embrionarias
transparentes em posicdo ventral, separadas por fendas (anténula-antena, maxilar-maxila,

maxilipede e tordcico-abdominal).

Periodo I1l. Pré-nauplius - Dias 5-6 (Fig. 2-111). Estruturas estdo crescendo ventralmente. Os
primordios abdominais e cefalotoracicos aumentaram de tamanho e agora estdo separados.
Anténula-antena, maxilar-maxila e maxilipedes sdo agora pequenos botbes que sobem e voltam

as estruturas opticas primordiais. Os tecidos e a gema sao transltcidos.

Periodo IV. Nauplius. Dias 7-8 (Fig. 2-1V). Anténula-antena, maxilar-maxila e primérdios
maxilipedes cresceram. O abdome é incompletamente dividido em segmentos (metdmeros). Os
processos oculares estdo desenvolvendo um ndcleo oval ligeiramente mais escuro (retina) na

porcao anterior do embrido. H4 um aumento no perimetro e volume do ovo.

Periodo V. Metanaupliar. Dias 9-10 (Fig. 2-V). O consumo de gema é perceptivel, expondo
o cefalotérax. O abdémen cresceu e sua segmentacdo estd quase completa. Batimentos
cardiacos e as contra¢Oes do embrido sdo registrados. Nesta fase, as larvas em desenvolvimento
com seus movimentos ocasionais de espasmos foram observadas ao microscopio. Olhos
pigmentados e maiores que no estagio anterior, diferenciados em coOrnea e retina com
pigmentacdo mais intensa. Observam-se cromatdforos presentes em somitos abdominais. Ha

um aumento no perimetro e volume do ovo.

Periodo VI. Pigmentacdo ocular e abdominal. Dias 11-12 (Fig 2-VI). A gema restante é
dividida em duas partes. O embrido apresenta maiores dimensdes e ocupa todo o volume do
0Vo0, exceto a reserva de gema. O coracdo e formado dorsalmente e bate regularmente. Os lobos
oculares sdo maiores e mais complexos e estdo em sua posicao final, com a cornea dividida em
secdes radiais. O contorno do cefalotérax é observavel. Todos os apéndices sdo segmentados e

maiores que no estagio anterior.

Periodo VII. Batimentos cardiacos. Dias 13-14 (Fig VII). O embrido ocupa todo o espaco

dentro do ovo. As goticulas de gema ainda sdo armazenadas dorsalmente ao cefalotérax, que é
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totalmente visivel. O abddémen é totalmente segmentado. O telson é formado e possui
cromatoforos, também presentes no abdémen. O coracdo apresenta maiores dimensdes e bate
vigorosamente. O abdome é dobrado contra a parte frontal do cefalotérax. H4 um notério

aumento no perimetro e volume do ovo.

Periodo VIII. Pré-eclosdo. Dias 15-16 (Fig VIII). Algumas pequenas goticulas de gema
permanecem dorsalmente na carapaca. O abdémen apresenta um par de cromat6foros em cada

segmento. Os maxilipedes sdo completos com longas cerdas. O embrido esta prestes a eclodir.

A mudanca gradual no desenvolvimento embrionario e 0 aumento no tamanho dos ovos
foram registrados para entender os diferentes estagios de desenvolvimento. O diametro médio
e 0 volume dos ovos sdo apresentados na Figura 3. O desenvolvimento embrionario completo
ocorre em 16+1 dias, incluindo oito periodos embrionarios desde a extrusdo dos ovos até a
eclosdo. O diametro e volume de ovos aumentou significativamente apenas a partir do 11l

periodo (Figura 3). Quatro aumentos de tamanho e volume estatisticamente diferentes foram
detectados (p< 0,001).
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Figura 3: Desenvolvimento embrionario do caranguejo Goniopsis cruentata capturado em um
mangue estuarino tropical no Nordeste do Brasil, entre fevereiro/2019 e janeiro/2020. a =
Mudanca no tamanho (perimetro em pum) do ovo durante o desenvolvimento embrionario; b =
Mudancas no volume do ovo durante o desenvolvimento embrionario.

Na analise de morfometria geométrica dos ovos, notou-se diferenca na morfologia
(forma elipsoidal) apenas para os ovos classificados como | periodo, diferenciando
estatisticamente de todos os outros periodos (P<0,005). Na analise de PCA, os 2 primeiros

componentes principais foram considerados significativos e retidos para analises posteriores,
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explicando 63,3% da variacdo da forma dos ovos (Figura 4a, b). A PC1 (56,8% da variancia
total) foi relacionada ao alongamento dos ovos (Figura 4c). Ou seja, ovos com valores extremos
negativos desse eixo apresentaram forma mais alongada (i.e. maior elipsidade), enquanto os
ovos de padrdo redondo ocuparam valores extremos positivos. Ja a PC2 (6,5%) explicou uma

variagdo morfoldgica muito baixa e imperceptivel visualmente (Figura 4c).
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Figura 4: Variancia explicada pelos componentes principais (PCs) (a), scree plot da regressao
segmentada indicando os dois primeiros PCs significativos (b), e variacdo da forma dos ovos
nos eixos do PC1 e PC2 © e (d), respectivamente.

DISCUSSAO

Embora uma descricdo mais detalhada do desenvolvimento embrionario pudesse ter
sido alcancada pela caracterizacdo de estagios adicionais, neste estudo foi levado em

consideracdo caracteristicas externas Uteis para classificacdo rapida e facil durante as operacdes
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de incubacdo ou estudos de campo populacionais, definindo os estagios de desenvolvimento

com base em critérios gerais usados para decapodes (Felder et al. 1985, 2009).

No presente trabalho, foi possivel registrar o desenvolvimento embrionario a partir do
momento de morula (pré-extrusdo), processo relatado pela primeira vez para os grapsideos. No
entanto, esses eventos sdo extremamente dificeis de observar em ovos de braquitros
semiterrestres (por exemplo, Grapsidae, Sesarmidae, Ocypodidae) sem técnicas especiais. Os
ovos em periodo de morula foram obtidos através de um “aborto” natural, em uma fémea que
ndo apresentava massa de ovos visiveis (ou seja, ainda armazenada dentro da cavidade
cefalotoraxica), levantando a hipotese que os ovos no periodo de morula apresentam volume e
perimetro reduzidos. A diferenciacdo celular em embrides de crustaceos comeca logo apds a
gastrulacéo e requer um elevado gasto de energia (Soundarapandian et al. 2013). Alguns autores
consideram os principais periodos embrionarios do ovo a partir da clivagem e gastrula (Nagao
et al., 1999; Muller et al., 2003).

Ap0s a migracao do blastoderma para dentro da massa vitelinica por proliferacao celular
(Adiyodi 1988), as estruturas primordiais comegam a crescer e se estendem ventralmente, sendo
faceis de observar e descrever em ovos vivos, como Visto no desenvolvimento embrionério de
G. cruentata (ver Figura 2I1). Portanto, os estagios de desenvolvimento embrionario desta
espécie foram definidos com base em caracteristicas morfologicas externas distintas, como a
propor¢do da gema em relagdo ao volume embrionario total, aparéncia do primérdio, grau de
desenvolvimento dos apéndices, pigmentacdo do globo ocular, formacdo de cromatoforos, e
inicio do batimento cardiaco, como sugerido por Nagao et al. (1999) para o grupo dos
crustaceos.

A formagcdo dos olhos segue o padrdo descrito para a ontogenia da visdo dos crustaceos
(Cronin e Jinks 2001). A sequéncia geral de alteracdes ontogénicas observadas durante a
embriogénese, o aumento do tamanho e complexidade dos processos abdominais e oculares de
G. cruentata sdo semelhantes aos relatados para outros grapsideos (Goniopsis pulchra e Aratus
pisonii) (Garcia-Guerrero e Hendrickx, 2004). No entanto, como apenas as caracteristicas
morfoldgicas externas foram utilizadas para caracterizar os estagios do desenvolvimento
embrionario das espécies do grupo, um exame mais aprofundado com base na histologia e
outras técnicas poderia revelar diferencas na cronologia do desenvolvimento e diferenciacao
entre as espécies.

A variacdo de cor dos ovos para 0 Gonopsis cruentata foi minima, variando entre um
amarelo fosco no inicio do desenvolvimento para um amarelo mais brilhante nos estagios finais.

A mudanca de cor ao longo do desenvolvimento ja foi relatada em estudos realizados com
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espécies de portunideos (Ravi e Manisseri 2013), os quais apresentam um amarelo claro no
momento da desova, transformou-se em amarelo-laranja apos dois dias, depois em cinza claro
e finalmente cinza escuro antes da eclosdo. Essas mudancas de cor sdo causadas pela absorcao
da gema amarela e pelo desenvolvimento de pigmento escuro nos olhos (Parimalam, 2001).

No geral, uma progresséo da cor dos ovos ao longo da embriogénese pode refletir o
consumo inicial de gema tipicamente amarela ou alaranjada, sobreposta a producdo de
pigmentos de cor vermelha, marrom e cinza em cromatoforos e olhos em estagios avancados
(Sigana 2002, Parimalam 2001). No entanto, até onde sabemos, nao ha classificacdes objetivas
do periodo baseados em alteracdes de cores padronizados (i.e. RGB, Pantone Color), conforme
relatado no presente estudo.

O perimetro dos ovos de G. cruentata apresentou uma variacao significativa entres 0s
periodos. Mudancas irregulares no tamanho do ovo durante o desenvolvimento também foram
relatadas por Nagao et al. (1999) para a espécie Erimacrus Isenbeckii e Yamaguchi (2001) para
Uca lactea. No entanto, essa variacdo de crescimento ndo foi observada em estudos
desenvolvidos por outros autores, a exemplo de Hines (1991), que acompanhou o
desenvolvimento embrionario de 9 espécies de caranguejos braquituros do género Carcinus.
Observamos também que os ovos de G. cruentata apresentam um aumento acelerado do
perimetro quando o batimento cardiaco embrionario é observado pela primeira vez (V periodo).
Tais observacGes também foram encontradas no caranguejo verde (Carcinus maenas), no
caranguejo Ebalia turberosa (Pennant 1777) e em algumas lagostas (Galathea dispersa e G.
squamifera) (Wear, 1974).

Sob condigfes ambientais controladas, a variabilidade no tamanho e biomassa do ovo
tem sido atribuida a variacdo no tamanho ou idade da fémea e fatores genéticos (Qian e Chia,
1992; Eyster L 1979). As mudancas no volume dos ovos também podem ser explicadas, para
ovos iniciais, em funcdo de uma resposta plastica as variacdes de salinidade (Giménez e Anger,
2001), e para ovos posteriores, como consequéncia de fatores fisioldgicos durante o
desenvolvimento (Pinheiro e Hattori, 2003). Além disso, ha evidéncias de ingestdo de dgua para
auxiliar na quebra do cérion no momento da eclosdo (Pandian, 1970).

A medida que os embrides de G. cruentata se desenvolvem, o tamanho do ovo aumenta
gradualmente, principalmente a partir do Il periodo, atingindo dimensdes maximas no
momento da pré-eclosdo. O aumento no volume e dos ovos de G. cruentata registrados neste
estudo € proporcional ao aumento do perimetro. Resultados semelhantes foram relatados para
outros braquitros, mas a variacdo de tamanho entre o periodo | e VII encontrada nos ovos de
G. cruentata se apresenta de forma ndo perceptivel a olho nu, ao contrario do que é observado

em espécies como Portunus pelagicus, Scylla serrata, Scylla tranquebarica, Scylla olivacea,
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cujos ovos podem dobrar de volume no final do desenvolvimento embrionario
(Soundarapandian et al. 2013, Ates et al. 2012).

Nos periodos iniciais (I a Ill) ndo se observou aumento acentuado nas dimensdes
(perimetro e volume) dos ovos em G. cruentata, quando a placa toracico-abdominal e o embrido
comecam a formar apéndices e crescem. Resultados divergentes foram encontrados em
Ovalipes trimaculatus, com aumentos acentuados nas dimensdes do ovo observados entre 0s
periodos | e 1l. Ja na variacdo entre o periodo Il e IV, um aumento pronunciado nas dimensdes
dos ovos de G. cruentata foi observado, quando a embriogénese se completa e os embrides
formados aumentam seus apéndices, esse mesmo comportamento também foi percebido na
transicdo dos periodos Il para IV para a espécie O. trimaculatus Martelli et al., (2016).

O aumento do tamanho dos ovos durante a embriogénese, esta associado a tomada
osmética de agua a partir do periodo em que comegam o0s batimentos cardiacos, quando ocorre
um aumento na taxa de tomada de agua (W, 1974). O maior incremento observado para G.
cruentata foi do estagio VI para o VII, exatamente quando os batimentos cardiacos se tornaram
mais nitidos. O percentual de aumento do ovo nos crustdceos decapodos varia
interespecificamente até em espécies de uma mesma familia. Essa variacdo pode ter influéncia
de fatores intrinsecos ou abiéticos como a temperatura e a salinidade (Pinheiro & Hattori, 2002).

Em geral, os ovos de decapodes marinhos bentdnicos aumentam seu conteudo inicial de
agua entre 33 e 40% durante o desenvolvimento embrionario (Stella et al. 1996). Durante 0s
primeiros estagios da embriogénese, o catabolismo da gema em crustaceos braquiuro aumenta
a quantidade de metabdlitos livres, fornecendo a energia necessaria para a formacéo dos tecidos,
de modo que mais agua e, consequentemente, mais volume, é necessaria para a solvatago
(Stella et al. 1996). Além disso, a ingestdo progressiva e a retencdo de agua sdo necessarias
durante as reacbes metabolicas de oxidacdo lipidica (Pandian 1967, Lardies e Wehrtmann
1997). Nos estégios finais de desenvolvimento, os incrementos no volume dos ovos estdo mais
relacionados ao aumento da pressdo osmética interna, que gera maior ingestdo de agua, e aos
mecanismos simultaneos ou independentes que permitem movimentos dos embrides visando
iniciar a eclosdo (Davis 1965, Pandian 1967).

Em relacdo as variacdes de forma, os ovos de G. cruentata apresentam-se de forma
elipsoidal achatada no inicio do periodo de desenvolvimento (periodo I) e esféricas nos periodos
intermediarios e tardios, forma mais comum em ovos de braquidros (Hines, 1982; Nagao et al.,
1999; Yamaguchi, 2001; Pinheiro e Hattori, 2003). No entanto, Garcia-Guerrero e Hendrickx
(2004) em estudos com Goniopsis pulchra e Aratus pisonii encontraram uma trajetéria
morfoldgica ontogenética divergente, onde 0s ovos de ambas as espécies foram sempre quase

esféricos, com pequenas varia¢des na forma e no volume durante o periodo embrionario tardio,
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provavelmente devido ao crescimento adicional do embrido e ao aumento da presséo contra o
coérion imediatamente antes da eclosdo, apresentando valores de indice de alongamento
proximos a zero em todos os estagios de desenvolvimento, assim como 0s ovos da maioria dos
caranguejos braquiuros (Hines 1982, Yamaguchi 2001, Pinheiro e Hattori 2003).

Na maioria dos crustaceos, a duracdo do desenvolvimento embrionério é fortemente
dependente das condi¢es ambientais (Sun e Yu 1989), e especialmente da temperatura (Garcia-
Guerrero et al. 2003). Em Scylla serrata, por exemplo, a duracdo do desenvolvimento
embrionario diminui exponencialmente de 30 para 10 dias com o aumento da temperatura
(Hamasaki 2003), enquanto em Necora puber varia de 17,6 diasa 25°C a 76 dias a 10°C (Valdes
etal. 1991). Conforme apontado por Campbell e Fielder (1987), em Pardirallus sanguinolentus
e Callinectes sapidus a salinidade também afeta a duracdo do desenvolvimento embrionario,
sendo observado desenvolvimento embrionario acelerado em salinidades abaixo dos valores
normais da agua oceanica.

Este trabalho fornece as primeiras informacGes detalhadas sobre a embriogénese de G.
cruentata e o primeiro registro de um periodo inicial de desenvolvimento (Periodo 0). Os
resultados experimentais foram obtidos a partir do cultivo de fémeas em uma combinacao Unica
de temperatura e salinidade, se assemelhando as condi¢fes médias vivenciadas pela espécie na
area de estudo durante a estacao reprodutiva. Esses resultados representam um passo necessario
antes de estudos voltados para a compreensdo dos efeitos de variaveis ambientais na
embriogénese.

O periodo de reproducéo do aratu se classifica como sazonal-continuo com a presenca
de fémeas ovigeras durante todo o ano, com picos de reproducdo em alguns periodos durante o
ano (verdo e outro entre o inverno e primavera) (Menezes, Araljo e Calado, 2012; Santos et
al., 2013), desta forma, os resultados ndo s6 contribuem para a compreensado do ciclo de vida
da espécie, mas também podem ser considerados no desenho de medidas de controle para o
manejo da captura da espécie (por exemplo, implementacéo de proibi¢des de captura durante

0s picos de estacdo reprodutiva).
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ARTIGO II: Differentially expressed morphological characters depend on sex and
ontogenetic stage in the crab Goniopsis cruentata (Latreille, 1803) (Crustacea: Grapsidae)
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ABSTRACT: Shape variation according to ontogenetic development in the tree crab Goniopsis
cruentata was investigated and quantified. A total of 713 individuals were captured, 378 males
and 335 females, with CW (carapace width) ranging from 0.42 mm to 6.59 mm from February
2019 to January 2020. When analyzing linear morphometric relationships, males and females
showed negative allometry (B0<1) for all linear relationships with ontogenetic difference
(p<0.01) for all comparisons. In geometrical morphometry, the dorsal view showed a
significant difference in sexual comparisons (p<0.01), in which males are wider in the posterior
region than females. Furthermore, there was a significant difference in the abdominal region
between young and adult females (p<0.01), with the young ones being triangular and the
adults oval, a characteristic brachyuran behavior. Regarding chelipeds shape, we observed
morphological separation in sexual comparison (F x M) and laterality (R x L) (p<0.01), with no
ontogenetic variation (A x Y). This study shows that of Goniopsis cruentata presented a
remarkable ontogenetic and sexual dimorphism. In addition, the discovery of cheliped
variation was recorded for arboreal species that do not present a high degree of heterochely.
This information is extremely important to maintain and conserve invertebrate species,
especially those with commercial value.

KEYWORD: brachyura - geometrical morphometry - linear morphometry - shape - size

INTRODUCTION

Crustaceans have a growth pattern different from other animals because they present
several stages of ontogenetic development through consecutive changes (Lobdo et al. 1996).
Along with this growth pattern, some body parts often change, especially those directly
related to reproduction, the primary and/or secondary sexual characters (such as the

abdomen, chelipeds, and carapace), aspects commonly used as a morphological maturity
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indicator (Hartnoll 1982; Souza & Pinheiro 2012). Brachyura is considered an interesting
model for assessing variations in size using geometrical morphometry (Alencar et al. 2014)
due to the ease and accuracy in identifying homologous landmarks in the exoskeleton (Rufino

et al. 2004).

Geometrical morphometry is the study of shape covariation with underlying
geometrical factors, used to determine the "pure shape" in an individual or structure through
discrete and well-defined points (anatomical landmarks). These landmarks are used to verify
significant shape and size differences in specific body structures, answering questions
regarding intra- and interspecific variation and evolutionary and ecological issues, such as
ontogenetic allometry and dimorphism (Klingenberg 2011; Zelditch & Swiderski 2012; Ponssa
& Candioti 2012; Accioly et al. 2013; Bower & Piller 2015). This technique has increased the
sex discrimination power by identifying minimal morphological differences in body structures
(Rohlf & Marcus, 1993; Alencar et al. 2014). Furthermore, understanding the morphological
variation of homologous characters makes it possible to discuss the directional sexual

selection based on each sex morphology and infer ecological pressures (Tatsuta et al. 2004).

Commonly known as the mangrove aratu, maria-mulata, or red aratu, the red
mangrove crab, Goniopsis cruentata (Latreille, 1803), is an important fishery resource for
traditional communities located along the northeastern Brazilian coast (Pinheiro et al. 2016),
especially in the estuaries of Pernambuco, Sergipe, and Bahia, where it stands out for its
economic value (Moura & Coelho 2004). This species also plays an important ecological role
in the mangrove, affecting the muddy substrate's biogeochemistry, decomposition rates, and

nutrient cycling (Kristensen 2008; Lima-Gomes et al. 2011).

G. cruentata belongs to the suborder Pleocyemata, whose females incubate eggs in

the abdomen until larval release, while males use the gonopod to pass their spermatophores
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to the female during copulation (Hartnoll , 1982). It is considered an in situ generalist feeder
that feeds on organic components of sediments, algae, plants, and materials from mollusks
and other invertebrates. It is a crab that wanders through the mangrove substrate during low
tide. During high tides, this species migrates to the emersed region at the bottom of the
canopy (tree crab) to avoid predation by fish and carnivorous marine crabs (Wiedemeyer
1997; Lima-Gomes et al. 2011). It also uses branches and burrows as refuges, occupying

virtually all potential habitats in the mangrove ecosystem (Cobo & Fransozo 2003).

Although there is vast information on the species such as: physiological aspects (Young,
1973, Zanders 1978, Zanders & Martelo 1986 and Burggren et al. 1993), larval description
(Fransozo et al. 1998), ecological aspects (Sousa et al. 2000); population structure (Moura et
al. 2000, Santos & Botelho, 2002, and Botelho et al. 2004); sexual maturity (Moura & Coelho
2003, 2004); population biology and management (Santos et al., 2001); reproduction and
growth, morphological and physiological sexual maturation, reproductive period, fecundity
and the influence of environmental factors on reproduction, (Cobo & Fransozo 2003, 2005),
reproductive aspects (Silva & Oshiro, 2002; Lira & Calado, 2013) reproductive biology (Garcia
& Silva 2006); growth (traditional morphometry) (Lira et al., 2013, 2014, 2015), and mangrove
environmental quality (Davanso et al., 2013, Costa et al. 2017, 2018, Ferreira et al. 2019,
Wellens, 2015). However, there is still a lack of studies exploring and describing the shape of
G. cruentata and information stemming from it using the geometrical morphometry

technique.

Thus, this study aimed at using the linear and geometrical morphometry tools to
investigate and quantify shape variation according to ontogenetic development in a species
of tree crab. Furthermore, this study aimed to search for intersex and age variations in the

growth ratios of Goniopsis cruentanta of the regions characterized as secondary sexual
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characters (carapace, pleon, and chelipeds) to differentiate the specimens fit for reproduction

through morphology and morphometry.

MATERIALS AND METHODS

Study area and laboratory procedures

Goniopsis cruentata specimens were collected in a tropical estuarine mangrove
system at Tamandaré beach (0827828 "S and 035210'52 "W), northeastern Brazil, a
floodplain (Duarte 1993), with semidiurnal tides and mean amplitudes of 2.4 m and adjacent
seawater temperature ranging between 24 and 31°C (Moura 1991). The area studied is
within a Marine Protected Area, the MPA "Costa dos Corais" (FIGURE 1). Specimens were
captured monthly between February 2019 and January 2020 at their display and/or food
capture time, always in the daytime low tide, using nylon line and hookless bait. After

capture, the crabs were packed in plastic containers and transported alive to the laboratory.
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FIGURE 1: Location map of the tropical estuarine mangrove in the city of Tamandaré
(Northeast Brazil), the collection site of the crab Goniopsis cruentata, between
February/2019 and January/2020. Source: Google Earth.

In the laboratory, the specimens were cryoanesthetized, identified, and sexed based
on the identification guide proposed by Melo (1993). Afterward, they were measured with a
precision caliper (0.01 cm) for the dorsal and ventral regions and the cheliped (Figure 2) and
weighed with a precision scale (0.01 g). After the measurements, the specimens were placed
on a modeling bed (to remove the influence of their bulging on the image parallelism),
opposite to a camera attached to a tripod parallel to the foreground, with a 50 mm focal
length lens, and photodocumented in their dorsal, ventral, and cheliped (right and left)

regions for further geometrical morphometry analysis, as shown in Figure 2, and whose
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anatomical landmarks are illustrated. Images of individuals with malformations or injuries
were discarded from the analyses (4% of the images). We scanned ten landmarks on the
carapace, ten on the pleon, and five on the chelipeds (Figure 2). The landmarks were
strategically distributed to better obtain the shape of the animal using the TPSDig program

(version 2.10, Rohlf 2006), based on previous work with other Brachyura (Marochi et al.

2015; Silva et al. 2018, Marochi et al. 2018).
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I - A = carapace width (CW); B = carapace length (CL); 1, 2 - posterior margin, 3, 9 -
posterolateral margin, 4, 8 - anterolateral margin, 5, 7 - front end, 6 - forehead center. Il - A =
abdomen length (AL); B = width of the fourth abdominal segment (W4); C = width of the fifth
abdominal segment (W5); D = gonopod length (GL); 1 - anterior center margin of the abdomen,
1, 9 - anterior margin of the abdomen, 2 - 8 margin of the fourth abdominal somite, 3 - 7 margin
of the fifth abdominal somite, 4 - 6 margin of the sixth abdominal somite, 5 - top of the telson,
ten centers sixth abdominal somite. 111 - A = carapace height (CH). IV - A = right and left
cheliped length (CLr and CLI); B = right and left cheliped height (CHr and CHI); 1- lower
attachment point of carpus with manus, 2- upper attachment point of carpus with manus, 3- upper
point of dactylar joint with manus, 4 - lower point of dactylar joint with manus, 5 - polex tip.

FIGURE 2: Distribution scheme of anatomical landmarks and linear measurements of
Goniopsis cruentata captured between February/2019 and January/2020 in a tropical
estuarine mangrove at Tamandaré-Pernambuco. | = cheliped region, Il = carapace region,
[ll = pleon region, and IV = frontal region. SOURCE: Silva et al. (2021).

Statistical analyses

Initially, the specimens were separated into four categories: juvenile female (JF), adult
female (AF), juvenile male (JM), and adult male (AM). The determination of morphological
maturity (juveniles vs. adults) was based on the maximum inflection point of the
relationships between the CW x GL structures for males, and CW x W5 for females,
considering that the GL and W5 variables were taken as dependent variables. Thus, males
presenting sizes greater than 2.59 mm CW and females with sizes greater than 2.69 mm were

considered adults.

To determine the growth allometry, the linear function y = B0 + B1x, and the potential

function y = BOxP! were used-

where: B0 = intercept constant on the ordinate axis;
B1 = allometric growth constant;
x = independent variable;

y = dependent variable.
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Linear relationships were considered negative allometry when B1<1, isometric when
B1=1, and positive allometry when B1>1. In the potential relationships, the reference value
for B1 was 3. The following relationships were analyzed: CW x CL, CW x W4, CW x AL, CW X
CH, CW x CHr, CW x CHI, CW x CLr, CW x CLI, CW x GL (the latter only in males), using linear
regression, and the CW x P relationship, using potential regression. The first variable (CW)
was considered the independent variable for all relationships for all groups. The coefficient
of determination "R2" was also observed. To analyze the influence of linear measurements
on the morphometric variation of the different groups, a Principal Component Analysis (PCA)
was conducted. In order to remove ontogeny's influence on the data, all body dimensions
were treated as proportional to CW (variable less sensitive to distortion between size
classes) (Harrison & Crespi, 1999). In order to test for statistical differences between the
group separations, a PERMANOVA (One-way) test with Bonferroni's correction was

conducted (p<0.05).

For morphological exploration with the geometrical morphometry technique, 475
images of the dorsal view, 469 of the ventral view, and 861 of the chelipeds were analyzed.
The landmarks' coordinates were aligned to the centroid, and Generalized Procrustes
Analysis (GPA) was performed using the program Morphol version 2.0 (KLINGENBERG,
2011), where differences in orientation, position, and scaling were removed (Rohlf &
Marcus, 1993; Bookstein, 1996; Adams et al. 2004). From the waste matrix generated at the
GPA, a Principal Component Analysis (PCA) was conducted to identify the main
characteristics of the shapes. Then, Canonical Variance Analysis (CVA) was performed, with
10000 permutations, to find the shape characteristics that best distinguish and separate the
groups, using Procrustes' Distance (Proc. Dist.). Differences between the forms were tested

applying the Hotelling test (T2) with Bonferroni correction in Discriminant Analysis (DA). Thin-
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plate Splines Functions (Klingenberg, 2008) were generated between groups using the
Morphol) program. A multivariate analysis of variance (MANOVA) with probability
adjustment for Bonferroni multiple comparisons (Fornel and Cordeiro-Estrela 2012) was also
conducted to identify possible differences in shape (Carapace, pleon, and cheliped) and
centroid size. Past software, version 3.07 (Hammer et al. 2001), was used for these analyses.
Finally, CVA1 and CVA2 regression scores were related as a dependent variable of centroid

size to demonstrate the ontogenetic trajectory graphically.

RESULTS

A total of 713 individuals were captured, 378 males and 335 females, with CW
(carapace width) ranging from 0.42 mm to 6.59 mm. The individuals were distributed

according to the maturity stages, as shown in Table 1:

Sex/sexual stage N¢ Carapace width
JF 114 0,42 a 2,69 mm
AF 221 2,71a6,13 mm
M 118 1,47 a 2,59 mm
AM 260 2,6126,59 mm

TABLE 1: Number of Goniopsis cruentata crabs captured in a tropical estuarine mangrove
(Tamandaré-PE), from February 2019 to January 2020. N2 = number of specimens analyzed;
JF = juvenile female; AF = adult female; JM = juvenile male; AM = adult male.

Linear Morphometry

When analyzing the linear morphometric relationships, males and females showed
negative allometry (B0<1) for all linear relationships, and there was a difference (p<0.01 for
all comparisons) in ontogeny. Adult males showed a higher growth rate of CL, CH, CHr, CHI,

CLr, and CLI than juveniles. Adult females showed the highest growth rate in CL, W4, W5, AL,
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CHr, CHI, CLr, and CLI compared to juveniles. For potential ratios (CW x P), young specimens
of both sexes showed negative allometry (B0<3) and adults an isometric ratio (30=3) (Table
2). All models were statistically different when comparing model parameters using the T-test

(p<0.01).
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y

a

y

a

CW x LW
CW x L4
CW x L5
CW x AL
CW X CH
CW x RCH
CW x LCH

CW x RCL
CW x LCL
CW xW
CW x GL

y =0,915x-0,214 R? = 0,781
y = 0,336x+0,025 R? = 0,769
y = 0,359x-0,170 R2 = 0,529
y =0,609x-0,107 R2 = 0,772
y = 0,474x+0,006 R? = 0,767
y = 0,448x-0,471 R? = 0,562
y = 0,431x-0,432 R? = 0,557
y =0,610x-0,118 R? = 0,528
y = 0,66x-0,228 R? = 0,626
y = 0,963x2%5 R2 = 0,696
y = 0,326x-0,091 R? = 0,355

y =0,918x-0,272 R? = 0,936
y =0,308x+0,124 R2 = 0,868
y =0,252x+0,134 R2 = 0,852
y =0,528x+0,166 R? = 0,835
y =0,520x-0,091 R? = 0,920
y =0,568x-0,818 R? = 0,882
y =0,555x-0,793 R? = 0,873
y =0,976x-1,136 R? = 0,934
y =0,956x-1,094 R? = 0,928
y = 0,406x3%1 R2 = 0,916
y =0,308x-0,030 R? = 0,755

y = 0,840x-0,077 R? = 0,830
y = 0,548x-0,285 R? = 0,818
y = 0,521x-0,340 R? = 0,763
y = 0,657x-0,127 R? = 0,703
y = 0,545x-0,193 R? = 0,870
y = 0,206x-0,118 R? = 0,814
y = 0,284x-0,094 R2 = 0,729

y =0,623x-0,190 R? = 0,908
y = 0,650x-0,248 R? = 0,837
y =1,002x392 R2 = 0,775

y =0,893x-0,194 R? = 0,928
y =0,870x-0,958 R? = 0,843
y =0,921x-1,182 R2 = 0,905
y =0,873x-0,723 R? = 0,882
y =0,534x-0,133 R2 = 0,795
y =0,358x-0,239 R? = 0,749
y =0,392x-0,346 R?2 = 0,791
y =0,837x-0,791 R? = 0,853

y =0,833x-0,771 R2 = 0,853
y = 0,405x39% R2 = 0,865

TABLE 2: Linear relationships of the species Goniopsis cruentata captured in a tropical estuarine mangrove (Tamandaré-PE) from February 2019

to January 2020. F=female; M = male; a = adult, j = juvenile.
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In the principal components analysis, the first two components explained 75.16% of
the variation, being 58.46% and 16.69% for the first and second, respectively. For component
1 (PC1), the variables of greatest influence in separating the groups were CHr, CHI, CLr, and
CLI, and for component 2 (PC2), AL, CH, and CL. Note that PC1 presents a tendency to separate
individuals according to the stage (juveniles and adults), thus appearing as an age dimorphism,
while the second component was responsible for the separation of the sexes (male and

female), that is, sexual dimorphism, as can be seen in Figure 3.
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FIGURE 3: Principal component analysis (PCA) of the species Goniopsis cruentata captured in
a tropical estuarine mangrove (Tamandaré-PE) from February 2019 to January 2020. Ellipse
90%.

When performing the PERMANOVA (One-way) test for comparison between groups,
a statistical difference was observed between the comparisons with p<0.005 for all

interactions.
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Geometrical morphometry

When comparing the procrustes distance from the canonical variable analysis (CVA)
of the dorsal view, no statistically significant difference was observed for the ontogenetic
comparisons: AF = x JF (p = 0.05), and AM x JM (p = 0.07). However, for the sexual dimorphism
comparisons, all of them presented a p-value < 0.01 (Figure 4). The same result was observed
in the discriminant analysis, with a correct allocation of 59.75%, for adult females and 70% for
juvenile females. The correct allocation was 58.62% for adults and 68.18% for juveniles in
males. The results obtained by MANOVA with Bonferroni correction for the dorsal view also
showed no significant difference in centroid size between the AF x JF and AM x JM groups (p-

value ranging from 0.41 to 0.92).
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FIGURE 4. Thin-plate Splines of morphological variation based on discriminant analysis of
males and females of Goniopsis cruentata captured in a tropical estuarine mangrove
(Tamandaré-PE), from February 2019 to January 2020. The black line represents the first
group, and the gray line represents the second group. Deformation scale 5.0.

The morphology of the abdominal region showed a difference in AF x JF interactions
(p<0.01), with no difference between AM x JM (p = 0.800). The correct allocation for AM x JM
was 63.0% and 63.6% for adult and juvenile males, respectively. The results obtained by
MANOVA with Bonferroni correction also showed a significant difference in shape and size for

AF x JF as shown in figure 5, and only for centroid size (p<0.01) in the AM x JM comparison.
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FIGURE 5. Morphological variation based on canonical variable analysis and ontogenetic

trajectory based on multivariate symmetric component regression on the transformed
centroid size of the pleon of female Goniopsis cruentata captured in a tropical estuarine
mangrove (Tamandaré-PE), from February 2019 to January 2020.

When analyzing cheliped shape, a morphological separation was observed through
canonical variable analysis, regarding sexual comparison (F x M) and laterality (R x L), with
p<0.01 for both interactions. However, no statistically significant morphological separation

was observed when ontogenetic comparison (A x J) was conducted (p=0.72). These differences

59



Embriologia e ontogenia do aratu Goniopsis cruentata (Latreille, 1803) ...

were also observed in the discriminant analysis F x M and R x L (p<0.01) and A x J (p=0.59). For

the A x J comparison, the allocations were 52.75% for adults and 59.39% for juveniles in

females. In males, they were 52.44% and 52.29% for adults and juveniles, respectively.
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FIGURE 6: Morphological variation based on canonical variable analysis and ontogenetic
trajectory based on multivariate symmetric component regression on the transformed
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centroid size of the cheliped of females and males of Goniopsis cruentata captured in a tropical
estuarine mangrove (Tamandaré-PE), from February 2019 to January 2020.

In chelipeds, the results obtained by MANOVA with Bonferroni correction also
showed no significant difference in the ontogenetic comparison form (A x J), with p>0.5.
However, in the sexual (F x M) and laterality (R x L) interactions, significant separation was

observed with p<0.01.

DISCUSSION

This study shows that the morphometry and morphology of Goniopsis cruentata
presented a remarkable ontogenetic and sexual dimorphism, whose relative growth differed
according to the morphometric relationship between the sexes (males and females) and
stages (juveniles and adults). These results are important events in the reproductive cycle of
Brachyura crabs resulting from morphological, physiological, and behavioral changes in the
evolutionary process (Hartnoll 1983). Taxonomists have employed several aspects within
species boundaries to track evolutionary progress (Mayr & Ashlock 1991). For example,
morphometric and morphological variables in systematic studies are reliable, targets for
selection, detectable, applicable, and have generally been shaped under polygenic control
(Garnier et al. 2005). On the other hand, traditional morphological characters are limited to
measuring a few traits, while geometrical morphometry allows you to quantify a particular
structure's shape (Mutanen & Pretorius 2007). In this case, this study points to quantitative
variations in body shape in an important estuarine tree crab species, including changes

throughout ontogenetic development.
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Linear Morphometry

The allometric analysis performed showed that males acquired a larger average body
size than females for the G. cruentata population captured in a tropical estuarine mangrove
and the same growth pattern was also described by Botelho et al. (2004) and Lira et al. (2012,
2014). According to Massunari et al. (2017), the size variation between the sexes can be
explained by differentiated reproductive needs, as size dominance in male crabs increases
opportunities for victory during intraspecific competition, courtship, and handling the female

during copulation.

The body size of male specimens of G. cruentata captured on the southern coast of
Pernambuco seems to be determinant in the sexual differentiation of the population (sexual
dimorphism) because the variables pleon length (AL), carapace height (CH), and carapace
length (CL) were responsible for the separation of males and females in both juveniles and
adults. These morphometric characteristics suggest that both sexes of G. cruentata have a life
history that prioritizes reproduction and survival, as rapid growth may provide selective
advantages. For example, for larger females of this species, there is a higher egg production
per clutch (Cobo & Fransozo 2000), while larger males probably intimidate smaller ones in
competition for receptive females and are accepted more often. Such behavior is commonly
observed for other Brachyura species (Jaroensutasinee & Jaroensutasinee 2003, Brockerhoff

& Mclay 2005), indicating a natural selection pattern.

As for the differentiation between juveniles and adults (ontogenetic variation), this
study revealed that adult individuals of G. cruentata grew in carapace width and weight in the
same proportion (isometry). In contrast, juveniles grew proportionally more in carapace width
than weight (negative allometry). This difference may result from a differentiated diet

influenced by the success in capturing food, which is higher in large-sized individuals since the
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presence of larger unwanted individuals inhibits the presence of smaller ones, causing them
to dismiss or give up capturing the baits (personal observation). Moreover, the crab's weight
after maturity increases due to the androgenic gland action (Bliss, 1968; Pinheiro & Fiscarelli,
2009) and the development of reproductive cells. This change in the weight/growth model
through ontogeny for Brachyura species was also found by Mantelatto & Fransozo (1992) for
Hepatus pudibundus, Pinheiro & Fransozo (1993) for Arenaeus cribarius, and by Peird et al.

(2011) for Austinixa aidae, thus supporting the hypothesis above.

However, diverging from the results found in this study, Reis et al. (2015) presented
results for Goniopsis cruentata, where juvenile specimens showed negative allometry and
adults positive allometry for the weight/growth relationship. Individual allometries for
different locations observed in these crabs indicate that geographic variation (factors such as
temperature) may influence the body size determination of Brachyura (e.g., G. cruentata)
since, according to Lira et al. (2015), local conditions influence variations in Brachyura
biological characteristics. Therefore, geographic variations may be associated with differences
in body size, maturity, and variation in reproductive characteristics, a behavior that is present

and well defined in other organisms (Atkinson 1994; Olalla-Tarraga et al. 2009).

Geometrical morphometry

The combination of morphological methods with morphometric data proved useful
for this study, supporting the investigation of the main causes of variation in the shape of the
carapace, abdominal, and chelipeds regions in this case. Furthermore, studies show that by
considering the complete shape of a structure, the quantity and quality of variables for

statistical analysis increases greatly, so geometrical morphometry analysis has become a
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relevant tool for multidimensional statistical comparison of morphological characters (Bichain

et al. 2007).

The variation found in the carapace region of G. cruentata reveals a greater influence
of sex (sexual dimorphism) since it was not possible to find any ontogeny influence on the
morphological development of the species when analyzing same-sex individuals (ontogenetic
dimorphism). It should be noted that this influence is caused by the lateral displacement of
landmarks 3 and 9, which causes a widening of the females' posterolateral region. This same
widening results in an angular decrease of the region with a smaller displacement of
landmarks 1 and 2. It is known that the wider carapace shape in female specimens emerges
as a reproductive advantage since females need to develop strategies in this region to
accommodate the gonads, and such differences may also reflect an adaptation for internal
growth (e.g., gonad and muscle) (Lépez-Greco et al., 2004). Thus, a synoptic study with other
physiological and functional methodologies can help to better understand the species' life

history.

Therefore, due to the lack of variation in the cephalothorax region's shape during the
ontogenetic trajectory, we can infer that such region suffers a greater influence of sexual
aspects, in which more enlarged females would have greater reproductive success (the
existence of hierarchy, for example). According to Reis et al. (2015), G. cruentata has a life
history that prioritizes reproduction over survival, whose rapid growth provides selective
advantages for both sexes, with fast-growing individuals reaching sexual maturity with larger

bodies.

Several authors have already observed differences in cephalothorax shape between
sexes in crustaceans (Lopez 1965, Bond-Buckup et al. 2008, Giri & Loy 2008, Trevisan et al.

2012), reporting that this distinction is most obvious in the posterior apex of the
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cephalothorax, specifically in the lateral region, where the posterior region is wider in females
than in males. In addition, previous studies, such as those by Marochi et al. (2018), have
shown, for example, that there is sexual dimorphism of Aratus pisoniiin carapace shape during

the juvenile phase (before pubertal molt).

The result found in the abdominal region analysis through geometrical morphometry,
in which only the females presented morphological variation (displacement of landmarks 2, 3,
and 4 and their respective homologues), was responsible for the widening in the sixth, fifth,
and fourth abdominal segments. Such a widening caused a reduction at the end of the telson
(displacement at landmark 5). This widening of the abdominal region for adult females of the
Brachyura is closely related to egg storage capacity, well discussed by scholars, in which
allometric and morphological growth in the female abdomen is associated with directional
sexual selection due to increased fat reserve and increased area to accommodate offspring or
eggs (Hartnoll 1974, Brana 1996). In both sexes, directional selection is likely related to

increased reproductive success (Kodric-Brown et al. 2006).

The relationship between the one-dimensional measurement such as size
(represented by the centroid size) and the entire shape of the pleon (represented by
landmarks) allows growth to be studied as an integral approximation, thus being able to
identify the degree of shape change during growth in the pleon region for females. In addition
to reflecting internal growth (e.g., gonad and muscle) (Williner & Collins 2013), these
differences are linked to the specimens' characteristics since larger females produce a greater

number of eggs per clutch for G. cruentata (Cobo & Fransozo 2000).

For the male specimens, no morphological variations between developmental stages
were found, implying that such morphological characteristics are not related to ontogenetic

development, inferring that this region does not present a biological need that justifies an
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energetic drive for the variation in pleon shape. Similar results were found in freshwater crabs
by Silva et al. (2018) and Almeida et al. (2021). The lack of noticeable variation in the pleon of
males may occur due to the structure being used only for the support and protection of the
two pleopod pairs responsible for sperm transfer during mating (Castiglioni & Negreiros-

Fransozo 2004, Hartnoll 1974).

The G. cruentata population showed significant sexual dimorphism in cheliped
morphology and laterality, with no records of shape variation with specimen growth
(ontogenetic variation). Regardless of the sexual influence, we could observe that the
morphology found in the G. cruentata cheliped undergoes a greater laterality expression
(principal component 1) than the sexual aspects (principal component 2) and shows no
ontogenetic expression in the shape influence. This variation has been recorded for other
Brachyura species, and decapods are classified as either homochelous or heterochelous (the
larger cheliped can be either the right or the left). For this study, despite the influence of sex
on the cheliped morphology, both sexes presented similar laterality, showing that heterochely
was not influenced by sex, thus diverging from what was presented by Silva & Paula (2008) in
studies with Pachygrapsus marmoratus and Carcinus maenas, in which they state that the

differences found in the chelipeds can also be influenced by gender.

The cheliped morphological variation in G. cruentata may be related to the different
functions of the right and left chelipeds. The right (slimmer) cheliped function can be used for
food handling, while the left (more robust) cheliped specializes in a larger and more powerful
grinding tool for breaking down smaller crab exoskeletons and other food components. This
"function division" was pointed out by Schenk & Wainwright (2001) in a study where the
authors compared the morphology underlying cheliped force production and intraspecific

cheliped dimorphism in six species of brachyuran crabs. According to the author, in many crab
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species, both sexes (males and females) exhibit dimorphic chelipeds, as in the G. cruentata

case.

The ability to break the shell is directly related to the cheliped's closing force, which
varies among species depending on size, leverage and dentition properties, and the type and
angle of the muscle fibers closest to the cheliped (Schenk & Wainwright 2001). However,
increased size and variation of the cheliped has also been associated by several authors with

success in sexual and agonistic interactions (Warner 1982, Abby-Kalio & Warner 1989).

The shape of the right and left chelipeds was distinct in males and females and
between sexes, a behavior not yet recorded for an arboreal species that does not exhibit a
high degree of heterochely, such as the species G. cruentata, A. pisonii, and A. angustipes. The
fixed finger of the slender and longer cheliped propodus found in females may appear as a
facilitator in reaching the abdominal chamber and sensory structures in the egg cleaning and
larval release process (Almerdo et al. 2010). However, to support the hypothesis presented
here, studies on the species' behavior are necessary. According to Warner (1970), species that
present slightly sexually dimorphic chelipeds fall into the group where ritualized agonistic
behavior also occurs in females. Therefore, the morphological expression existing between
males and females of G. cruentata should not be limited to ritualized agonistic behavior,
directing the morphology of females only to purely reproductive activities since the cause of
sexually dimorphic chelipeds may offer possible advantages that would facilitate sex
recognition and, therefore, facilitate courtship, described in crabs with high sexual
dimorphism (Uca, Crane 1958; Hemiplax, Griffin 1968) and low sexual dimorphism (Goniopsis,

Herma & Schdne 1963; Pachygrapsus, Bovbjerg 1960).

Overall, the results presented here provide new information on the development of

secondary characters and their consequences on the shape and size of the carapace and the
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propodus of the chelipeds in males and females of Goniopsis cruentata. Therefore, these
functions could be considered morphological characters with sex-dependent differential
expression (Hartnoll 1974, Barria et al. 2014). These consequences reflect the evolutionary
sexual tendency toward reproduction. Furthermore, traditional morphometry and
geometrical morphometry proved efficient in investigating and recognizing variations
between juveniles and adults, males and females in the carapace, pleon, and cheliped with
refined detail. This information is extremely important to maintain and conserve invertebrate

species, especially those with commercial value, even if their conservation status is not critical.

CONCLUSION

Based on the data analysis, it was possible to observe that Goniopsis cruentata
presents sexual dimorphism related to size, with males larger than females in carapace size.
This result can be explained by the higher aggressiveness of the males and by sexual selection,

as observed in other crustaceans.

When the carapace shape variation was analyzed, females presented a wider
posterior carapace region due to the need for a larger compartment in females for egg
development and transportation. Regarding the cheliped shape, both presented heterochely,
although the males presented a more robust cheliped than females, indicating, once again,
the sexual selection action. However, the laterality presented a higher morphological

separation force.
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ARTIGO Il1: Os efeitos dos desastres ambientais no desenvolvimento ontogénico dos
crustaceos: Um estudo de caso com a espécie Goniopsis cruentata capturada em area

afetada por derramamento de 6leo
Lucas N Silva !, Rosangela Paula Teixeira Lessa 2, Mauro de Melo Junior 3, Renata A Shinozaki-
Mendest

1- Laboratério de Biologia Pesqueira - LAPeq;
2- Laboratorio de Dinamica de Populacfes Marinhas— DIMAR,;
3- Laboratdrio de Ecologia de Plancton - LEPLANC.

Resumo: Os padrdes de distribuicdo de tamanho e forma de G. cruentata apresentaram
diferencgas perceptiveis, para técnicas de morfometria linear, no entanto, esse padrdo néo foi
notado para a geomeétrica, entre os periodos pré e pos-derramamento. Na morfometria linear a
analise dos componentes principais de cada grupo (FJ, MJ, FA e MA), as duas primeiras
componentes somaram mais de 70,0% de explicacdo para todas as comparacdes (antes e depois)
indicando uma variagdo morfométrica entre os periodos. Na morfometria geométrica ao
comparar a distancia de procrustres da vista dorsal através da analise de variavel candnica
(AVC), pré e pds derramamento, ndo foi observada diferenca estatistica significativa entre os
pares: FA (axd) (p=0,29), FJ (axd) (p=0,88), MA (axd) (p=0,60) e MJ (axd) (p=0,50).
Ap0s o periodo de 48hs de exposicdo das larvas a FSA, durante o primeiro experimento para
avaliar o efeito agudo do 6leo, os percentuais de mortalidade variaram de 0 a 100% com média
de 19 +21%. Observou-se que concentracdo de 12,5% FSA apresentou a média mais elevada
de mortalidade (29% +26%), ndo diferindo da concentragdo controle (17+18%) e os demais
tratamentos (Dunn, p>0,05). Assim vimos que contaminacéo por 6leo ndo afeta a sobrevivéncia
das larvas de caranguejo como um componente integral do zooplancton, nem sua mobilidade o
que pode ter um impacto adverso em outros organismos marinhos. No entanto surge como forte
indicio de impactos indireto provocando altera¢6es morfoldgicas em regiGes como quelipodo e
abdome do Goniopsis cruentata.

PALAVRAS-CHAVES: Brachyura, morfoemtria linear, morfometria geométrica, hidrocarbonetos

ABSTRACT: The patterns of size and shape distribution of G. cruentata showed noticeable
differences, for linear morphometric techniques, however, this pattern was not noticed for the
geometric one, between the pre and post-shedding periods. In linear morphometry, the analysis
of the principal components of each group (FY, MY, FA and MA), the first two components
added up to more than 70.0% of explanation for all comparisons (before and after) indicating a
morphometric variation between the periods. In geometric morphometry, when comparing the
distance of procrustes from dorsal view through canonical variable analysis (CVA), pre and
post spill, no statistically significant difference was observed between the pairs: FA (a x b) (p
=0.29), FY (axb) (p =0.88), MA (a x b) (p =0.60) and MY (a x b) (p = 0.50). After a period
of 48 h of exposure of the larvae to ASF, during the first experiment to evaluate the acute effect
of the oil, the mortality percentages ranged from 0 to 100% with a mean of 19 +21%. It was
observed that a concentration of 12.5% FSA had the highest mean mortality (29% +26%), not
differing from the control concentration (17+18%) and the other treatments (Dunn, p>0.05).
Thus we have seen that oil contamination does not affect the survival of crab larvae as an
integral component of zooplankton, nor their mobility which can have an adverse impact on

other marine organisms. However, it appears as a strong indication of indirect impacts causing

morphological changes in regions such as the cheliped and abdomen of Goniopsis cruentata.
KEYWORDS: Brachyura, linear morphometry, geometric morphometry, hydrocarbons
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INTRODUCAO

Milhares de derramamentos de 6leo ocorrem nas dguas do mundo a cada ano, embora a
maioria seja de pequena dimensao espacial (Stacy et al 2019). Esses derramamentos, mesmo
sendo classificados como relativamente pequenos, podem causar grandes danos ambientais e
econdmicos, dependendo da localizacdo, época do ano, sensibilidade dos recursos ambientais,
quantidade e tipo de 6leo, duracédo da liberacdo e eficacia das acdes de resposta (ou seja, limpeza
e / ou contencdo), afetando uma grande variedade de vida selvagem por esses derramamentos
(White & Molloy 2001; Clifton 2014). A contaminacdo por 6leo pode persistir no ambiente
marinho por muitos anos apos o derramamento e, em casos excepcionais, Como manguezais, 0s
efeitos podem ser mensuraveis por décadas ap6s o evento (Kingston 2002).

Entre o final de agosto e inicio de setembro de 2019 foi observado um derramamento
de petroleo bruto em mar aberto que alcangou as praias da costa tropical do Brasil. Devido a
circulacdo oceénica na regido o 6leo se espalhou ao longo de mais de 3000 km da costa
brasileira em aproximadamente 980 praias, tornando este incidente 0 mais extenso e severo
desastre ambiental ja registrados na histdria do Brasil, na bacia do oceano Atlantico Sul e em
regides costeiras tropicais em todo o mundo (Soares et al. 2020, Magalhé&es et al. 2021). Ainda
segundo esses autores, 0 leo foi provavelmente liberado na Corrente Sul Equatorial ou nas
aguas proximas a sua bifurcacdo. A Corrente Norte do Brasil, que flui para noroeste, transportou
0 6leo para o norte, ja a Corrente do Brasil que flui para o sudoeste transportou o petréleo até o
sul da regiéo.

Diversos trabalhos vém sendo desenvolvidos na &rea de incidéncia, onde foram
encontrados fragmentos de 6leo, com o intuito de quantificar a magnitude dos impactos
ambientais em varios ecossistemas costeiros (manguezais, estuarios, baias, praias) e de
plataforma (recifes de coral, prados de ervas marinhas, leitos de rodolitos) (Escobar, 2019;
Brum et al., 2020; Oliveira et al., 2020; Lourenco et al., 2020; Nasri Sissini et al., 2020; Disner
e Torres 2020; Magris e Giarrizzo 2020; Soares et al. 2020a, b; Araujo et al., 2021; Magalhaes
et al., 2021; Magalhdes et al. 2022) incluindo a Area de Prote¢do Ambiental (APA) dos Corais,
local de estudo do presente trabalho

Os efeitos do 6leo, especialmente quando associados a grandes derramamentos, nas
populacbes e comunidades de organismos aquaticos tém recebido atencdo consideravel no
altimo ano. Embora a maioria das mudancas documentadas para as populacGes e as
comunidades afetadas tenham se concentrado na mortalidade como o principal impacto, ou

ainda efeito direto. Segundo Schaefer et al (2015), tais efeitos podem ser classificados como

82



Embriologia e ontogenia do aratu Goniopsis cruentata (Latreille, 1803) ...
letais e subletais. O primeiro consiste na morte dos individuos como agdo direta devido a
exposicdo a composto toxicos, para 0s niveis ndo letais ainda é necessario expandir o
entendimento de mudancgas menos 6bvias para entender como 0s sistemas sdo alterados como
resultado da poluicdo por 6leo ou qualquer outra perturbacdo ambiental.

Ao avaliar os efeitos potenciais do desenvolvimento do petréleo no ecossistema
marinho, é importante conhecer a sensibilidade relativa de varias espécies em diferentes
estagios de vida ao petroleo. Esse conhecimento deve ajudar na identificacdo de nichos,
estacdes ou areas especialmente vulneraveis ao petroleo. Os estagios larvais de invertebrados
marinhos tém sido considerados 0s mais sensiveis a estresses ambientais naturais. No entanto,
evidéncias recentes sugerem que as larvas podem nado ser tdo sensiveis quanto os adultos a
estresses causados pelo homem, como a poluicédo por éleo (Thonson, 1950; Brodersen, 1977).

Comumente conhecido no Brasil como aratu, maria-mulata ou aratu vermelho, o
caranguejo vermelho do mangue Goniopsis cruentata (Latreille, 1803) é uma espécie
semiterrestre comum nos manguezais brasileiros e pode ser encontrada no Atlantico leste desde
0 Senegal a Angola e as ilhas de Cabo Verde, e no Atlantico oeste da Florida, Golfo do México,
Bermudas, Antilhas, Guianas e Brasil (Melo 1996). Esta espécie € um importante recurso
pesqueiro para as comunidades tradicionais localizadas ao longo da costa nordeste do Brasil
(Pinheiro et al. 2016), especialmente nos estuarios de Pernambuco, Sergipe e Bahia, onde se
destaca por seu valor econémico (Moura & Coelho 2004). O G. cruentata também desempenha
um importante papel ecoldgico no manguezal, afetando a biogeoquimica do solo, as taxas de
decomposicéo e a ciclagem de nutrientes (Kristensen 2008; Lima-Gomes et al. 2011).

Os estudos de caracteres morfolégicos com o objetivo de definir e caracterizar
populacdes sdo, desta forma, considerados uma das ferramentas mais importante para a
avaliacdo dos estogues pesqueiros e entendimento da dindmica populacional devido suas
carateristicas: simples, econdmica e comumente utilizada (Almeida et al. 2008). Os caranguejos
constituem um grupo ideal para estudos morfométricos, cuja aplicacdo desses métodos podem
trazer informacGes valiosas sobre 0 bem-estar de um animal, bem como outros aspectos sobre
sua biologia (Mantelatto & Fransozo 1992).

Sendo assim, os estudos que fazem uso desta metodologia contribuem potencialmente
para a avaliagdo do estoque de uma populacéo, para seu melhor manejo e conservacgéo ao longo
das regides costeiras e para inferir acerca de acdes perturbadoras provocadas por alteragdes em
condi¢des ambientais (Weissing et al. 2011) ou em habitats diferentes, levando ao surgimento
de varios ecotipos.

Sabendo das inumeras lacunas existente na ciéncia sobre o efeito a curto prazo das

manchas de 6leos no que diz respeito a comunidades bentdnicas, especificamente nos
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Brachyura, o presente estudo objetiva investigar a influéncia na taxa de sobrevivéncia de larvas
de caranguejos e os efeitos na taxa de deslocamento desses organismos, além de compreender
como a presenca de grandes quantidades de hidrocarbonetos de petroleo no manguezal atua
sobre as relagdes morfometricas e morfologicas dos caranguejos, usando a espécie Goniopsis

cruentata capturadas pré e pds derramamento como modelo de estudo de caso.

MATERIAL E METODOS
Area de coleta

O presente estudo foi realizado em um sistema de manguezal localizado no municipio
Tamandaré, nordeste do Brasil, que faz parte de uma Area Marinha Protegida, a MPA “Costa
dos Corais” (FIGURA 1), criada em abril de 1999 por meio de um decreto Federal. O clima ¢
do tipo litoraneo, quente e Umido, com precipitacdo pluviométrica anual elevada, em torno de
2000 mm. Com marés semidiurnas com amplitudes médias de 2,4 m e temperatura da dgua do
mar variando entre 24°C e 31°C (Moura 1991). A area estuarina é de planicie alagada, recoberta
em toda sua extensdo por mangues das espécies Rhizophora mangle L. (mangue vermelho),
Laguncularia racemosa (L.) Gaertn. F. (mangue branco), Avicenia schaueriana Stapf. &
Leechman (mangue preto) e Canocarpus erectus L. (mangue de botdo) (Duarte 1993).
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FIGURA 1: Mapa de localizacdo do manguezal de estuério tropical, localizado em Tamandaré
na cidade de Tamandaré (Nordeste do Brasil), local de coleta do caranguejo Goniopsis
cruentata, entre fevereiro/2019 e janeiro/2020.—Derramamento de Oleo. Fonte: Silva et al.
2022

Captura dos individuos e cultivo das larvas:

A amostragem dos individuos ocorreu durante o periodo de janeiro de 2019 a janeiro de
2020, sempre no periodo diurno, durante a maré baixa de sizigia. Os caranguejos foram
capturados com o uso de linha de nylon e isca sem anzol, sempre no momento de “exibi¢ao”
(fora de tocas de outros caranguejos ou tronco de arvores) e posteriormente acondicionados em
recipientes plasticos. Os espécimes que ndo apresentaram todos os apéndices foram devolvidos
ao ambiente. Foram ainda coletadas as variaveis abioticas: Temperatura da agua e do ar,
utilizando um termémetro de mercurio e alcool, respectivamente e salinidade utilizando um
refratdmetro. Os individuos coletados entre fevereiro e julho de 2019 foram classificados como
“pré derramamento” e os individuos coletados entre ago/2019 a jan/2020, foram classificados
como “pos do derramamento”.

As flarvas utilizadas no experimento de efeito crénico e da sobrevivéncia larval obtidas
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através de cultivo de femeas ovigeras capturadas em mar¢o de 2022. Apos o periodo de 16 dias
as larvas recém eclodidas foram imediatamente transferidas para beckers de 2L contendo agua
do mar filtrada (0.45Cm) mantidos durante cerca de 24hs, nas condi¢des de temperatura 28°C,

salinidade 28, oxigénio > 6 mg L-1, fotoperiodo de 12:12hs, pH 7,8.

Analise laboratorial

Ap0s o processo de crioanestesia, os individuos foram inicialmente identificados quanto

a espécie e ao sexo de acordo com Melo (1993). Posteriormente, foram medidos com um
paquimetro de precisdo 0,01 mm e pesados com precisdo de 0,01 g. Apds as medicGes, 0s
espécimes foram acondicionados em uma cama modeladora (a fim de remover a influéncia do
seu abaulamento no paralelismo da imagem) oposta a uma camera acoplada a um tripé paralelo
ao plano, com lente com distancia focal de 50mm, e fotodocumentados em sua regido dorsal,
ventral e quelas (direita e esquerda) para posterior analise de morfometria geométrica (Figura
2), cujos marcos e semi marcos anatomicos estdo ilustrados com precisdo de 0,01 g. Em
seguida, foram identificados quanto a maturidade morfométrica, em que machos a partir de 2,59
mm e fémeas maiores que 2,69 mm de largura de carapaca foram considerados adultos, com
base na analise prévia do ponto de méxima inflex&o das retas na relagdo entre LC x L5 e LC x
LP, para fémeas e machos respectivamente. Para analisar a alometria de crescimento e
maturidade morfométrica, foi utilizada a funcéo linear y = o+ p1X para as medidas lineares em
que:

Bo = intercepto no eixo das ordenadas;

B1 = coeficiente angular de crescimento alométrico;

x = variavel independente;

y = variavel dependente.
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I - A = carapace width (CW); B = carapace length (CL); 1, 2 - posterior margin, 3, 9 -
posterolateral margin, 4, 8 - anterolateral margin, 5, 7 - front end, 6 - forehead center. 11 -
A =abdomen length (AL); B = width of the fourth abdominal segment (W4); C = width of
the fifth abdominal segment (W5); D = gonopod length (GL); 1 - anterior center margin of
the abdomen, 1, 9 - anterior margin of the abdomen, 2 - 8 margin of the fourth abdominal
somite, 3 - 7 margin of the fifth abdominal somite, 4 - 6 margin of the sixth abdominal
somite, 5 - top of the telson, ten centers sixth abdominal somite. 111 - A = carapace height
(CH). IV - A = right and left cheliped length (CLr and CLI); B = right and left cheliped
height (CHr and CHI); 1- lower attachment point of carpus with manus, 2- upper attachment
point of carpus with manus, 3- upper point of dactylar joint with manus, 4 - lower point of
dactylar joint with manus, 5 - polex tip.

FIGURE 2: Distribuicdo dos marcos anatomicos e medidas lineares de Goniopsis cruentata
capturados entre fevereiro/2019 e janeiro/2020 em um manguezal estuarino tropical em
Tamandaré-Pernambuco. | = regido do quelipede, Il = regido da carapaca, Il = regido do
pleon e IV = regido frontal. FONTE: Silva et al. (2021).

Experimento larval

O experimento visou avaliar o efeito agudo do 6leo sobre as larvas de Goniopsis
cruentata, realizado pela exposicdo a FSA (funcéo solivel em &gua) durante 48hs (baseado,

Damare et al., 2018; Alloy et al., 2015; I1SO, 1999) a fim de determinar o efeito na sobrevivéncia
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e o possivel efeito cronico do o6leo. Para o teste de sobrevivéncia o experimento foi composto
por cinco tratamentos experimentais (1,56%, 3,12%, 6,25%, 12,5%, 25%,) e um controle (livre
da FSA), cada tratamento contou com quatro réplicas (recipientes de vidro contendo 100mL da
solugéo-teste), ja para o teste de efeito crénico larvas expostas a 3 tratamentos (FSA; 1,56%,
3,12%, 6,25%), também durante 48hs e cada tratamento possuiu 3 réplicas cada uma com 5
larvas (adaptado; Caracappa e Munroe, 2019).

Cada recipiente-teste recebeu cinco individuos que foram monitorados a cada 24hs e
avaliados quanto a sobrevivéncia dos organismos por meio da sua mobilidade e seu
deslocamento. Os organismos que apresentavam movimentacdo foram considerados como
vivos. Além disso, também foi realizado o monitoramento das variaveis temperatura,
salinidade, pH e oxigénio dissolvido, afim de garantir que essas variaveis estivessem dentro das
faixas toleraveis para ndo afetar a saudade das larvas. Para o teste de efeito cronico, as larvas
foram filmadas durante 30 segundos. Para obtermos a distancia percorrida pelas larvas durante
a natacao foi utilizado o software DORIS (verséo 20.3.4), desenvolvido pelo Department of
Life  Sciences and  Systems  Biology  University of Torino -  ltaly
(https://doris.readthedocs.io/en/latest/), por ter conseguido manter o melhor rastreamento das
larvas em comparacdo com software mais usuais como Tracktor, Ctrax, ToxTrac. (APENDICE
A).

Analise estatisticas

Inicialmente, os espécimes foram separados em quatro grupos quanto a Seu Sexo e
estagio de maturacdo, sendo: fémea jovem (FJ), fémea adulta (FA), macho jovem (MJ), macho
adulto (MA). Cada grupo foi posteriormente dividido em 2 categorias para comparacdes
estatisticas, sendo, pré derramamento (a) e p6s derramamento (d), totalizando dessa forma oito
grupos: FJa, FJd, FAa, FAd, MJa, MJd, MAa e Mad.

Para comparacdo dos modelos, foi utilizado o teste W de comparacédo de parametros do
modelo baseado na maxima verossimilhanca e usa a distribuicdo de Chi-quadrado (Mendes,
1999). Foram analisadas através da regressao linear as seguintes relagdes: LC x CC, LC x L4,
LCx CA,LC X AC, LC x Aqd, LC x Age, LC xCQd, LC x Cge, LC x AM, LC x L5 (apenas
fémeas) e LC x LP (apenas machos) e; a relacdo LC x P foi comparada usando a regressdo
potencial. A primeira variavel (LC) foi tida como variavel independente para todas as relacées.
Foi observado ainda o coeficiente de determinagdo “R?”. Para avaliar a similaridade
morfométrica entre os espécimes de diferentes grupos, foi realizada uma Analise de

Componentes Principais (PCA). Para remover a influéncia da ontogenia nos dados, todas as
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dimensGes corporais foram tratadas como proporcionais ao LC. A LC foi escolhida como a
dimensdo de referéncia, uma vez que é considerada menos sensivel a distor¢do entre classes de
tamanho (Harrison & Crespi 1999). Para testar a existéncia de diferenca estatistica entres as
separacdes dos grupos foi realizado um teste de PERMANOVA (One -way).

Para a exploracdo morfoldgica com a técnica de morfometria geométrica, foram
analisadas 475 imagens da vista dorsal, 469 imagens da vista ventral e 861 imagens das quelas.
Foi gerada uma matriz de covariancia, contendo fatores referentes aos grupos e a analise de
variacdo candnica foi realizada com 999 permutacdes. Para esta analise foi definida a Distancia
de Procrustes dentre os grupos, onde maiores valores correspondem ao grau de separagédo
existente entre eles, a partir desta distancia os espécimes foram classificados em cada grupo.
Diferengas entre as formas foram testadas com aplicagdo de uma Analise Discriminante (DA)
em conjunto com o teste de Hotelling (T2) com corre¢do de Bonferroni. Com auxilio do
programa MorphoJ foram geradas funcdes da Flexdo de Placas Finas (Thin-plate Splines
Functions) (Klingenberg 2008) entre individuos capturados pré e pds derramamento.

Para o experimento larval de sobrevivéncia foi avaliado através de uma Analise de
Variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey, apds os dados de proporcdo da mortalidade
terem sido transformados para arcoseno da raiz. No experimento de desempenho cronico foi
realizado um teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de compara¢6es multiplas de Dunn, para
identificar possiveis diferencas entre os tratamentos, ao passo que, os dados ndo apresentavam

normalidade

RESULTADOS

Foram capturados 713 individuos, sendo 378 machos e 335 fémeas, com carapaca
variando entre 0,42 e 6,59 mm. A distribuicdo de individuos quanto aos periodos pré e pos-

derramamento se deu como consta na Tabela 1.

TABELA 1: Nimero e tamanho (LC) de caranguejos Goniopisis cruentata capturados na praia de Tamandaré-PE,
no periodo de fevereiro de 2019 a janeiro de 2020. FJ = fémea jovem; FA = fémea adulta; MJ = macho jovem;
MA = macho adulto; a = antes do derramamento e d = depois do derramamento.

Grupo Amplitude de LC n° Grupo Amplitudede LC n°

FJa 0,87 — 2,69 mm 70 MJ-a 1,47 — 2,56 mm 91
FJd 0,42 - 2,66 mm 44 MJ-d 2,19 -2,59 mm 27
FAa  2,71-5,08 mm 70 MA-a 2,60 -5,42 mm 105
FAd 2,71-6,13mm 151 MA-d 2,61 -6,59 mm 155

Morfometria linear

89



Embriologia e ontogenia do aratu Goniopsis cruentata (Latreille, 1803) ...
Na analise dos componentes principais de cada grupo (FJ, MJ, FA e MA), as duas
primeiras componentes somaram mais de 70,0% de explicacdo para todas as comparagoes
(antes e depois) indicando uma variacdo morfométrica entre os periodos. Para as fémeas, as
variaveis que apresentaram maior forca de separacdo estdo relacionadas as variages no
abdoémen (L5, L4 e CA) na primeira componente (57,0% e 59,2% para jovens e adultas
respectivamente); e ao cefalotérax e abdémen (CC, CA e AC) na segunda componente principal
para jovens (14,7%) e ao cefalotérax e abdémen e quelipodo (CC, AC e CQe) para adultas
(13,2%). Nos machos jovens, as variaveis de maior influéncia para a primeira componente estéo
ligados a carapaca e quelipodo (CC, CQd e CQe) (58,9%), bem como nos adultos (AQd, AQe,
CQd e CQe) (63,2%); repetindo-se para a segunda componente CC, AQd e AQe para 0s jovens
(14,0%) e CC, CA e AC para os adultos (10,2%).

A separacdo dos grupos pré e pds derramamento ocorreu de maneira distinta para cada
grupo etario e sexual. A separacdo (pré x pos derramamento) nos machos jovens ocorreu
principalmente devido as variagdes na altura do corpo, comprimento e altura das quelas,
enquanto a separacdo das fémeas jovens foi mais influenciada pelo comprimento e largura do
abddémen e o comprimento das quelas. Os machos adultos apresentaram a mesma resposta que
0s machos jovens, ja as fémeas adultas, além da influéncia da altura e comprimento das quelas,

foram separadas pela variacdo do comprimento e largura do abdémen e da altura do corpo.

Apesar da separacéo identificada na PCA, as relacbes alométricas ndo apresentaram
diferenca estatistica significativa, mantendo a alometria negativa (B0 < 1), para todas as rela¢6es
lineares e relacdo isométrica (B0 = 3) na relagéo potencial (LC x P) nos machos jovens e adultos.
Para as fémeas jovens e adultas as alometrias das relacdes lineares também se mostraram
negativas (B0 < 1), no entanto, na relagdo potencial LC x PESO os individuos pertencentes ao
grupo fémea adulta (FA) da categoria p6s derramamento (d) apresentaram alometria positiva

(B0>3), enquanto as jovens (antes e depois) apresentaram alometria negativa (Tabela 2).
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TABELA 2: Rela¢des morfométricas lineares da Goniopisis cruentata capturados na praia de Tamandaré-PE, no periodo de fevereiro de 2019 a janeiro de 2020. FJ = fémea
jovem; FA = fémea adulta; MJ = macho jovem; MA = macho adulto; a = antes do derramamento e d = depois do derramamento. Quando ndo houve diferenca estatistica
significativa (p-valor > 0,05) os grupos foram representados por uma Unica equacao.

Mla Mid p-valor MAa MAd p-valor
LCXxCC  y=0,9409x - 0,2663 R=0,7337 y=0,7794x +0,1028 R?=0,8235 <0,01  y=0,8565x - 0,0966 R*=0,8586 y=0,9328x - 0,3064 R2=0,9577  <0,01
LCxL4  y=0,3357x+0,0279R2=0,7326 y=0,3277x +0,0462 R2=0,5272 0,03 y=0,2664x +0,2418 R2= 0,815 y=0,3072x+0,1523 R*=0,7563  <0,01
LCxL5  y=0,344x-0,1405R2=0,4307 y=0,2778x+0,0388 R?=0,4667 <0,01  y=0,2176x+0,2276 R2=0,7311 y=0,2648x +0,1068R%=0,9247  <0,01
LCxCA  y=0,588x-0,0626 R?=0,7077  y=0,6255x - 0,1457 R2=0,7585 <0,01  y=0,4333x+0,4083 R2=0,7934 y=0,5543x+0,1051R2=0,8645  <0,01
LCXAC  y=0,4713x +0,0123 R*=0,7053 y =0,4411x + 0,0868 R*=0,6346  <0,01 y =0,5283x + 0,168 R* = 0,8272 0,12
LCxAqd y=0,4014x-0,3812R2=0,4515 y=0,3557x-0,2154R2=0,378 <0,01  y=0,4711x-0,5264R*=0,822 y=0,6269x-1,0148 R2=0,9226  <0,01
LCxAge y=0,3836x-0,339R>=0,4324 y=0,3497x-0,2081 R2=0,4327 <0,01  y=0,4774x-0,55R?=0,828 y =0,6006x - 0,9509 R2=0,9013  <0,01
LCxCQd y=0,5834x-0,0622 R2=0,4383 y=0,7619x - 0,4824R2=0,5664 <0,01  y=0,8923x-0,9006 R*=0,8445 y=1,002x-1,2107 R?=0,9613 <0,01
LCxCge y=0,6393x-0,1854R?=0,5335 y=0,7528x-0,4526 R?=0,6858 <0,01  y=0,8451x-0,7689 R2=0,8374 y=0,9883x-1,1953R2=0,9549  <0,01
LCxP y = 1,0768x19024 R2 = 0,6294 y = 0,5493x27367 R2 = 0,6604 <0,01  y=0,5264x2797° R? = 0,8259 y = 0,4367x30165R? = 0,9346 <0,01
LCx CG y=0,3173x - 0,0704 R* =0,3348 0,19 y =0,2831x - 0,0069 R*=0,707  y=0,3027x - 0,0081 R* = 0,8258 0,02
Fla Fid FAa FAd
LCx CC y =0,8409x - 0,0771 R* = 0,8309 0,27 y=0,7423x + 0,2679 R*= 0,8939 y=0,916x - 0,2775 R = 0,9215 <0,01
LCxL4  y=0,5933x-0,4079 R2=0,8318 y=0,499x-0,1431R>=0,8327 <0,01  y=0,6593x-0,356 R2=0,7058 y=0,8849x - 0,9931 R?=0,8428 0,02
LCxL5  y=0,5885x-0,5155R2=0,7781 y=0,4536x-0,1515R2=0,7988 <0,01  y=0,8169x-0,908 R2=0,7976  y=0,9195x-1,1598 R”?=0,9072  <0,01
LCxCA  y=0,7285x-0,3597 R?=0,6915 y=0,6142x+0,043R*=0,8097 <0,01  y=0,6905x - 0,2704 R2=0,7769 y=0,8651x - 0,6566 R2=0,8872  <0,01
LCXAC  y=0,5968x-0,3187 R*=0,7997 y=0,4978x-0,0701R*=0,9618 <0,01 y =0,5345x - 0,1339 R* = 0,7957 0,27
LCxAqd y=0,3206x-0,1879 R?=0,8347 y=0,2728x-0,0411R*=0,8415 <0,01  y=0,3572x-0,2557 R?=0,8096 y=0,3675x-0,2511R?=0,5867  <0,01
LCxAge y=0,3085x-0,1595R*=0,7431 y=0,2605x-0,0225R*=0,7363 <0,03 y =0,3923x - 0,3465 R* = 0,7916 0,07
LCxCcQd y=0,6437x-0,262R2=0,8936 y=0,5873x-0,0738 R2=0,9498 <0,01 vy =0,5405x +0,0795R2=0,7101 y=0,8685x - 0,8883 R2=0,8619  <0,01
LCxCge y=0,6661x-0,3042R*=0,8826 y=0,6229x-0,1607R*=0,806 <0,01  y=0,5974x-0,0678 R*=0,785 y=0,8564x-0,8508 R*=0,8459  <0,01
LCxP y = 1,2559x1,8066 R2 = 0, 8429 y = 0,5943x2:5824 R2 = 0,869 <0,01  y=0,6162x26352R2 = 0,812 y = 0,3261x320% R2 = 0,8773 <0,01
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Embora exista semelhanca na alometria entre os periodos para todos o0s grupos, ao
realizar a analise de comparagdo de modelos (Tabela 2), houve diferenca estatistica entres o0s
grupos pré e pds derramamento para a maioria das comparacdes (exceto: LC x CG de machos

jovens, LC x AC de machos adultos, LC x CC de fémeas jovens e LC x Age de fémeas adultas).

Morfometria geométrica

Ao comparar a distancia de procrustres da vista dorsal através da analise de variavel
candnica (AVC), pré e pds derramamento, nao foi observada diferenca estatistica significativa
entre os pares: FA (axd) (p =0,29), FJ (axd) (p =0,88), MA (ax d) (p=0,60) e MJ (axd)
(p = 0,50). Para analise discriminante também ndo foi encontrado diferenca estatistica
significativa na alocacdo correta para nenhuma interacao, p > 0,05. As alocagdes corretas se
deram com os seguintes valores: FAa = 58,13%; FAd = 53,71%; FJa = 57,69%; FJd = 52,17%);
MAa 60,93%; MAd = 62,16%; MJa = 45,83%; MJd = 54,76% (Fig.3).
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FIGURA 3: Gréfico de variagdo morfoldgica e deformagdo de grade da regido dorsal e alocacéo correta dos
espécimes através da analise discriminante para fémeas e machos de Goniopsis cruentata capturados entre
janeiro/2019 e janeiro/2020 na cidade de Tamandaré-PE.

A regido abdominal das fémeas jovens (p < 0,01) e adultas (p < 0,01) apresentou

diferenca significativa entre os grupos, provocando um estreitamento do 4° e 5° segmento
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abdominal (marco 2 e 3 e seus respectivos homologos), um alongamento da ponta do telson
(marco 5) e um estreitamento da base do abdome (marco 1 e 9) para as fémeas adultas. A
alocacdo no grupo correto foi FAa = 76,5%, FAd = 68,5%, FJa = 81,1% e FJd = 77,2%. A
morfologia da regido abdominal dos machos também foi alterada, tanto nos jovens (p=0,01),
com estreitamento do 4° e 5° segmento abdominal (marco 2 e 3 e seus respectivos homélogos),
guanto nos adultos (p < 0,01) com o estreitamento da base do abdome (marco 1 e 9), o0 que
provocou estreitamento no 4° segmento abdominal (marco 2 e 8), com porcentagens de alocagédo
correta de MAa = 69,8%, Mad = 66,7% e MJa = 82,8% e MJd = 78,6%.
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FIGURA 4: Grafico de variagdo morfolégica e deformacéao de grade da regido do abddémen através da andlise de
variavel candnica (AVC) e distribuicdo dos espécimes em relagdo ao eixo da AVC para fémeas e machos de
Goniopsis cruentata capturados entre janeiro/2019 e janeiro/2020 na cidade de Tamandaré-PE.
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Ao analisar a morfometria geométrica das quelas fémeas (Figura 4), foi possivel
observar separacdo morfoldgicas, através da analise de varidvel canénica, apenas para a
comparacéo de individuos FJa -FJd (p=0,004), com alocacao correta dos individuos de 65,9 %
(FJa) e de 67,4% (FJd). Apesar de observar um indice de alocacdo correta nas fémeas adultas
(FAa = 55,3%; FAd=65,3), proximo ao das juvenis, ndo foi notada diferenca estética para
variacdo da forma (p=0,0773). Nos machos jovens também néo foi possivel observar diferenca
estatistica na separacdo morfoldgicas (a — d) com alocacdo correta de 60,4% (MJa) e 58,9%
para MJd. Nos machos adultos observou-se diferenca estatistica na analise discriminante
(p=0,0388), variavel candnica (p=0,0814) com alocacéo correta de 59,8% para MAa e de 57,2%
para MAd.
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FIGURA 5: Gréfico de variagdo morfoldgica e deformacéo de grade da regido do quelipodo dos machos e fémeas
adultos através da andlise de variavel candnica (AVC) e distribuicdo dos espécimes em relacdo ao eixo da AVC,

97



Embriologia e ontogenia do aratu Goniopsis cruentata (Latreille, 1803) ...

com elipse de 90% para Goniopsis cruentata capturados entre janeiro/2019 e janeiro/2020 na cidade de
Tamandaré-PE. Circulo preto = Macho Adulto antes (MAa), Circulos cinza = Macho Adulto depois (Mad).

Sobrevivéncia larval e efeito cronico

Ap0s o periodo de 48hs de exposi¢do das larvas a FSA, durante o primeiro experimento
para avaliar o efeito agudo do 6leo, os percentuais de mortalidade variaram de 0 a 100% com
média de 19 +21%. Comparando os tratamentos, nao foi possivel encontrar diferencas entre
eles, sendo assim, ndo foi observado nenhuma relacdo dose-resposta para as concentragdes de
FSA usadas no experimento (Kruskal-Wallis, p=0,67). Observou-se que concentracédo de 12,5%
FSA apresentou a média mais elevada de mortalidade (29% +26%), ndo diferindo da
concentracdo controle (17+18%) e os demais tratamentos (Dunn, p>0,05). No possivel efeito
cronico do 6leo sobre a locomocdo das larvas apds a exposicao de 48hs a FSA, o deslocamento
méaximo foi de 187mm (30 segundos) a média foi de 70 +42mm. Através da comparacao entre
os diferentes tratamentos, observou-se que a concentracdo de 3,12% de FSA apresentou a media
mais elevada de deslocamento (83 +30mm). Entretanto, ndo apresentou diferenca da
concentracdo controle (75 +44mm) indicando a falta de efeito da FSA sobre o deslocamento
das larvas (ANOVA, F=1,11, p=0,33; Tukey, p>0,05) (Figura 6).
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Figura 6. Gréaficos de sobrevivéncia e efeito agudo do 6leo sobre as larvas de Goniopsis cruentata
capturada em um manguezal estuarino tropical (Tamandaré-PE). A = Percentuais de mortalidade das
larvas (%) em diferentes concentragdes de FSA. B = Deslocamento total das larvas (mm) durante o
periodo de 30 segundos, em diferentes concentracdes de FSA.
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DISCUSSAO

Os padrdes de distribuicdo de tamanho e forma de G. cruentata apresentaram diferencas
perceptiveis, para técnicas de morfometria linear, no entanto, esse padréo néo foi notado para a
para a geométrica, entre os periodos pré e pés-derramamento. Quando comparados 0s
parametros lineares entres os individuos, nota-se que existe uma alteracdo na proporcao de
crescimento. Segundo a analise de principais componentes (PCA) os paramentos que mais
influenciaram estatisticamente na separacdo dos grupos foram os relacionados aos caracteres
sexuais secundarios. Tais resultados levantam a possibilidade de que tais regiGes apresentam
uma maior plasticidade de desenvolvimento, possivelmente intensificada pela alta relagdo com
o tamanho dos espécimes, uma vez que as caracteristicas de uma espécie estdo correlacionadas
com o tamanho e atuam como uma restricao nas taxas metabdlicas e na assimilacdo de energia,
influenciando toda a vida dos animais, incluindo seu crescimento, reproducdo e sobrevivéncia
(Reiss 1989).

O tamanho dos organismos, bem como suas relagdes morfomeétricas, é um fator central
para 0s principais processos ecoldgicos, e as mudancas nas distribuicdes de tamanho podem ser
induzidas pelo ambiente (Shin et al. 2005). Os espécimes capturados no periodo pos-
derramamento apresentaram valores de LC maiores que os capturados no periodo pré-
derramamento. Duas hipdteses podem ser formuladas para explicar esses resultados. A primeira
é que ocorreu um alivio da pressdo da captura nos organismos maiores (alvos da pesca),
considerado como um possivel mecanismo responsavel pelo aumento do tamanho, um efeito
indireto do derramamento. O possivel blogueio a continuidade do trabalho pesqueiro artesanal,
por tempo indeterminado, nos lugares atingidos pelos vazamentos, proporcionou um maior
tempo de crescimento aos caranguejos, como apresentado por Fodrie e Heck (2011),
comparando assembleias de peixes no golfo do México em um periodo pré e pds derramamento
de oleo.

A segunda é que os individuos mais velhos apresentam maiores aptiddes para
sobrevivéncia (deslocamento de areas mais afetadas, direcionamento energético) podendo ficar
menos tempo expostos as condi¢bes ambientais ou até mesmo sobreviver a esse tipo de
incidente (poluicdo no caso). Os aratus apresentam comportamento arboricola e em geral, 0s
individuos maiores, em sua grande maioria ocupam regides mais altas raizes aéreas de arvores,
esse comportamento pode ter reduzido ou amenizado seu contato direto com o 6éleo.

Esse aumento da duragdo da intermuda pode ser devido ao estresse causado pela

exposicao ao 6leo, que pode diminuir a taxa de crescimento (mudanga de tamanho por dia) dos
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caranguejos causando diferencas. A diferenca na alometria de crescimento (comportamento de
crescimento) encontrada no aratu capturado em areas afetadas pelo incidente do derramamento
pode ser explicada pela sensibilidade a impactos antropicos que pode variar de acordo com seu
estagio de vida, como afirma Chiassona e Taylor, (2017). Além disso, O'Sullivan & Jacques
(2001) reforca que que até mesmo baixos niveis de petréleo causam redugdo no sucesso de
incubacdo, alterando ou atrasando o desenvolvimento, devido as perturbagdes ambientais. Esse
atraso de desenvolvimento foi apontado por Giltz e Taylor (2016) onde o tempo para a primeira
muda nos juvenis expostos ao oleo foi significativamente maior do que para 0s caranguejos nao
expostos ao 6leo.

No presente trabalho foi possivel observar que todos os individuos apresentaram
variacdo na regido abdominal (FJ, FA, MJ, MA). Essa variacdo morfoldgica encontrada na
populacdo de G. cruentata pode estar relacionada com uma maior elasticidade morfoldgica
dessa regido, provocada pelo aumento da duracéo do ciclo de intermuda, provocada presenca
de hidrocarbonetos, que resultou na diminuicdo e no incremento de crescimento por muda,
como proposto por Weis et al. (1992). O crescimento (muda) constitui um processo fisioldgico
muito importante para os crustaceos porque ndo so permite o seu desenvolvimento, mas também
esta associada a metamorfose de crescimento (jovem) como na fase de reproducdo (adulta) (Zou
2005). Portanto, a interrupc¢ao da muda pode ter resultado em crescimento prejudicado ou tardio
provocando alteracGes morfoldgicas nas regides do abdémen.

As variagdes encontradas nos machos adultos, no presente trabalho, como no caso da
variacdo morfoldgica para a regido da quela ndo sdo surpreendentes, uma vez que a poluicéo
quimica e organica causa instabilidade no desenvolvimento, principalmente para a regido da
quela, uma vez que os individuos adultos (maior tamanho) apresentavam maior nivel de
exibicdo e busca por alimentos, bem como para momentos de combate, e acasalamento
(Pinheiro & Fransozo 1999; Masunari & Dissenha 2005). Segundo (Cantelmo et al. 1981) a
exposicdo a poluentes quimicos pode ainda provocar retardo na taxa de regeneracdo do
membro.

Animais que ocorrem em um gradiente de condi¢cbes ambientais ou em habitats
distintos, como no caso dos caranguejos, podem experimentar selecdo perturbadora, levando ao
surgimento e manutencdo de varios ecotipos (Weissing et al. 2011). Com isso, os individuos de
uma mesma espécie podem diferir marcadamente na relacdo de tamanho (morfometria) e da
forma (morfologia) dentro e/ou entre as populagdes, o0 que pode afetar o seu desenvolvimento
e sua manutencdo (McCoy 2006). A exploracdo das relacbes morfométricas e morfoldgicas
pode ajudar a entender diversos aspectos de uma populacgdo, servindo como indicadores de
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condicdo, e, até mesmo utilizadas para calcular a biomassa e estimar a recuperacdo dos estoques
ou até mesmo protecdo temporaria.

As variagbes morfologicas encontradas nos espécimes sdo inerentes a uma Unica
populacdo, indicando assim que tais variacdo pode ser devido ao incidente ambiental e tais
informacdes servirdo como auxilio no entendimento da funcionalidade da populacédo de G.
cruentata e suas respostas de curto prazo a perturbacdo ambientais de alto nivel toxico. Nota-
se que os derramamentos de 6leo podem ser particularmente devastadores para 0s crustaceos
chegando a afetar morfologicamente os individuos (O'Sullivan e Jacques 2001). Vale ressaltar
que os impactos dos derramamentos de 6leo variam com a localizagdo e magnitude do
derramamento, bem como com o estagio de vida dos invertebrados, habitat, sensibilidade, modo
de alimentacdo e capacidade de evitar ou processar contaminantes. Os efeitos do petréleo nos
invertebrados marinhos em geral incluem a degradacéo do seu habitat; incrustagdo de estruturas
de guelras provocando sufocamento; reproducdo prejudicada, desenvolvimento, alimentacao,
alteracdo na resposta imunoldgica e perturbacdo da teia alimentar (Blackburn et al. 2014).

Avaliagdes toxicoldgicas e efeitos cronicos realizadas nesse estudo determinaram que
0s estagios iniciais da vida dos caranguejos G. cruentata ndo apresenta sensibilidade a
xenobidticos (como 6leo derramado), em diferentes concentracdes, apesar de trabalhos
anteriores afirmarem que os primeiros estagios da historia da vida séo geralmente considerados
0s mais sensiveis a essas toxinas (Almeda et al. 2014). Resultados semelhantes aos encontrados
no presente trabalho foram apresentados por Laughlin & Neff, (1981) que ndo relataram
mortalidade nem influencia na taxa de desenvolvimento dos estagios larvais de
Rhithropanopeus harrisii.

Outros experimentos demonstraram que 6leo de derramamento altamente fototdxico
para as larvas dos caranguejos violinistas em concentragdes relativamente baixas de FSA
(Damare, 2018). Estudos anteriores com outras espécies de caranguejo também relataram
sensibilidade a toxicidade foto-induzida como as larvas de siri azul (Callinectes sapidus)
(Peachey, 2015). Esta suposicdo é apoiada por Carls & Rice, (1984) que relataram que
diferentes espécies de caranguejos apresentam diferentes niveis de tolerancia a PAH, sendo as
larvas de caranguejo real e de caranguejo Tanner as espécies mais tolerantes. Assim, diferentes
espécies de caranguejos respondem de forma diferente a toxicidade dos xenobidticos.

Os resultados apresentados no presente trabalho em relacdo ao estagio inicial do G.
cruentata séo referentes a um momento pontual de sua vida em exposic¢ao a hidrocarbonetos,
vale considerar que os diferentes estagios de vida em exposicao a hidrocarbonetos pode atuar
como variavel determinante para o surgimentos de novos resultados, uma vez que 0s

caranguejos tém diferentes niveis de resisténcia a toxicidade de hidrocarbonetos que podem ser
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atribuidos as diferencas de habitat (Chandy & Kolwalkar, 1984), sexo (Singer & Lee, 1977) e
estagio de desenvolvimento (Laughlin et al., 1978; Lively & McKenzie, 2014), no entanto tais
hipdteses fogem do escopo do trabalho. Assim vimos que contaminacdo por 6leo ndo afeta a
sobrevivéncia das larvas de caranguejo no seu primeiro estagio, como um componente integral
do zooplancton, nem sua mobilidade o que pode ter um impacto adverso em outros organismos
marinhos. Ainda existe um ndmero apreciavel de efeitos fisioldgicos, comportamentais,
genéticos e toxicoldgicos que ndo sdo bem compreendidos em caranguejos, mas 0s dados
apresentados neste manuscrito ajudardo a entender o risco associado a toxicidade para os
caranguejos, especificamente as espécies comestiveis, devido ao seu risco a satde humana.
Nossos dados mostram que as técnicas de morfometria linear associada a morfometria
geométrica se mostram eficazes na identificacdo de variacdes, ainda que ndo perceptiveis a olho
nu, podendo ser uma ferramenta (til e de facil acesso na inferéncia de possiveis desequilibrios
ambientais ou, de outra forma, das consequéncias locais advindas deste impacto, como o
impacto indireto da proibi¢do de pescarias e 0 proprio afastamento da populacdo em relacdo
aos pescados marinhos nesse periodo, além de auxiliar na quantificacdo de desastres
provocados por incidentes, devendo ser usado na tomada de decisGes politicas e no

gerenciamento dos ambientes estuarinos.
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APENDICE A

Solucao teste

A Fracdo Solavel em Agua (FSW) do 6leo, foi obtida a partir do 6leo cru coletado em
campo durante o aparecimento do material em areas do litoral brasileiro. Para preparacédo da
FSA seguimos o método sugerido por Anderson et al. (1974), de forma simplificada, foi usado
uma parte do 6leo para 9 partes de &gua do mar filtrada (0,45 pum), que foi agitada por 24hs em
um Becker com auxilio de um agitador magnético e uso da barra magnética. Depois desse
periodo foi retirado a fase aquosa que foi usada como solucéo-estoque de FSW (100%) que foi

filtrada para retirar 0,47pum.

Uma amostra de 1L da solucdo estoque foi retirada para a analise das concentracoes de
Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs), que foi realizado pelo Laboratério de
Compostos Organicos em Ecossistemas Costeiros e Marinhos (OrganoMAR) da Univesidade
Federal de Pernambuco. Para a identificacdo e quantificagdo dos HPAs foi usado o
cromatografo a gas (Sistema GC Agilent technologies 7820 A) acoplado em espectrometro de
massa (MSD série 5975 da Agilent) com o intuito de monitorar os ions selecionados (Maciel,
2015; Arruda-Santos et al., 2018).

Analito Anéis Concentragéo (ng LY)
Naftaleno 2 134.01
C1-Naftalenos 2 168.69
C2-Naftalenos 2 734.31
C3-Naftalenos 2 752.24
C4-Naftalenos 2 378.65
Acenaftileno 3 10.88
Acenafteno 3 83.35
Fluoreno 3 81.25
C1-Fluorenos 3 480.66
C2-Fluorenos 3 415.73
C3-Fluorenos 3 222.25
Fenantreno 3 201.07
Antraceno 3 20.45
C1-Fenantrenos + C1-Antracenos 3 455.29
C2-Fenantrenos + C2-Antracenos 3 421.43
C3-Fenantrenos + C3-Antracenos 3 231.26
C4-Fenantrenos + C4-Antracenos 3 100.6
Fluoranteno 4 12.59
Pireno 4 105.9
C1-Fluorantenos + C1-Pirenos 4 222.2
C2-Fluorantenos + C2-Pirenos 4 198.71

108



Embriologia e ontogenia do aratu Goniopsis cruentata (Latreille, 1803) ...

C3-Fluorantenos + C3-Pirenos
Benzo[a]antraceno

Criseno

C1-Benzo[a]antracenos + C1-Crisenos
C2-Benzo[a]antracenos + C2-Crisenos
C3-Benzo[a]antracenos + C3-Crisenos
Benzo[b]fluoranteno
Benzo[k]fluoranteno

Benzo[a]pireno
Dibenzo[a,h]antraceno
Indeno[1,2,3-cd]pireno
Benzo[ghi]perileno

Total

[op 3NN e> R &2 BNNS ) BNG 2 B &) N = g s

iy
o)}

126.8
17.87
100.96
143.62
112.1
59.39
4.02
2.83
13.31
<1
nd
4.15

6016.57

109



