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RESUMO

Diversos organismos marinhos utilizam pistas quimicas liberadas na agua do mar em
varios contextos ecologicos, tais como forrageamento, busca por abrigo, encontro de
parceiros para acasalamento e fuga de predadores. Os nudibranquios sao gastropodes
marinhos conhecidos por possuirem defesas quimicas obtidas diretamente de suas
dietas alimentares. Por possuirem baixa acuidade visual, lidam com a percepcéo
quimiosensorial no meio aquético, utilizando os rinéforos e tentaculos orais, para realizar
estas diferentes estratégias ecoldgicas citadas. O objetivo geral desta tese foi avaliar as
interagbes ecologicas do nudibrdnquio Cadlina rumia em relagbes intra- e
interespecificas, com énfase na biologia comportamental e sinalizagcdo quimica das
espécies envolvidas. Foram conduzidos ensaios controlados em laboratério, utilizando
aquarios em formato Y, a fim de verificar a resposta e o tempo de escolha de C. rumia
para reconhecer pistas quimicas ou odores liberados na agua do mar por: a. sua presa, a
esponja Dysidea etheria fresca e submetida a predacao; b. seu predador, o caranguejo
Pachygrapsus transversus; e c. seus coespecificos. Também foram realizados ensaios
para verificacdo da existéncia de interacdo tritréfica mediada por sinalizacdo quimica
indireta entre o potencial predador do nudibranquio, o caranguejo P. transversus, C.
rumia e sua presa D. etheria. Foi observado que C. rumia se dirigiu a pistas quimicas
provenientes de sua presa (esponja fresca ou previamente predada) e de seus
coespecificos, e exibiu comportamento de fuga aos odores provenientes do predador P.
transversus. Os resultados dos ensaios de interacdo tritréfica ndo foram conclusivos,
porém, indicaram uma possivel interacdo entre as espécies citadas uma vez que 0s
sinais quimicos emitidos por D. etheria predadas por C. rumia mostraram uma tendéncia
a serem reconhecidos pelo caranguejo. Conclui-se que nudibranquios sao habeis em
reconhecer diferentes pistas quimicas, sendo esta uma importante estratégia para
estabelecimento de interagBes ecolégicas no ambiente natural. Diante dos escassos
experimentos referentes a predacdo sobre nudibranquios, os resultados de interacao
tritrofica fortemente encorajam que novos estudos sejam realizados sobre a tematica a
fim de avaliar os possiveis efeitos no comportamento das espécies de nudibranquios e

suas populacoes.

Palavras-chave: Nudibranchia; espongivoria; interacdo presa-predador; interacdes
tritroficas; Dysidea etheria; Pachygrapsus transversus.



ABSTRACT

Several marine organisms use chemical cues released into the seawater in various
ecological contexts, such as foraging, seeking shelter, finding mating partners, and
avoiding predators. Nudibranchs are marine gastropods known for possessing chemical
defenses obtained directly from their diet. Due to their low visual acuity, they rely on
chemosensory perception in aquatic environment, using their rhinophores and oral
tentacles to carry out these different ecological strategies mentioned. This thesis aimed to
evaluate the ecological interactions of the nudibranch Cadlina rumia in intra- and
interspecific relationships, with an emphasis on behavioral biology and chemical signaling
of the species involved. Controlled laboratory experiments were conducted using Y-maze
aguarium to determine the response and choice time of C. rumia in recognizing chemical
cues or odors released in the seawater by: a. its prey, the fresh and preyed-upon sponge
Dysidea etheria; b. its predator, the crab Pachygrapsus transversus; and c. its
conspecifics. Additional experiments were carried out to assess the existence of tritrophic
interactions mediated by indirect chemical signaling between the potential predator of the
nudibranch, the crab P. transversus, C. rumia, and its prey D. etheria. It was observed
that C. rumia was attracted to chemical cues from its prey (fresh or previously consumed
sponge) and its conspecifics, while exhibiting avoidance behavior towards odors
emanating from the predator P. transversus. The results of the tritrophic interaction
experiments were inconclusive; however, they indicated a possible interaction between
the mentioned species, as the chemical signals emitted by D. etheria preyed upon by C.
rumia showed a tendency to be recognized by the crab. It is concluded that nudibranchs
are adept at recognizing different chemical cues, which is an important strategy for
establishing ecological interactions in the natural environment. Given the rare instances
of predation on nudibranchs, the results of tritrophic interactions encourage further
studies on the subject to assess the potential effects on nudibranch species’ behavior

and their populations.

Keywords: Nudibranchia; spongivory; prey-predator interactions; tritrophic interactions;

Dysidea etheria; Pachygrapsus transversus.
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INTRODUCAO GERAL

A Quimica é a base da vida e, por esta razdo, 0s organismos interagem entre
si ou com o0 meio em que vivem utilizando a linguagem quimica para diversos
propositos (THAKUR & SINGH, 2016). A producdo de substancias quimicas é
essencial para o bem-estar e a sobrevivéncia dos organismos (McCLINTOK &
BAKER, 2001), que respondem aos fatores abidticos e bidticos através da producéo
desses metabdlitos (HAY, 1996). O estudo de interacbes quimicamente mediadas
entre 0os organismos e seu ambiente € definido como ecologia quimica (THAKUR &
SINGH, 2016).

A Ecologia Quimica Marinha (EQM) € uma ciéncia integrativa que busca o
conhecimento sobre a funcdo de substancias quimicas nos ecossistemas marinhos
(HAY, 2009) onde, no geral, se avalia a acdo e as consequéncias ecoldgicas e
evolutivas dos metabolitos secundarios em interagdes entre 0s organismos marinhos
(PEREIRA, 2009). As funcdes bioldgicas desses metabdlitos secundarios passaram
a ser objeto de estudo, de fato, com o desenvolvimento do campo interdisciplinar da
EQM (PAWLIK, 1993).

Os organismos marinhos bentdnicos estdo constantemente sob intensa
pressdo competitiva por espacgo, luz e nutrientes. Portanto, estes organismos
desenvolveram  diversos mecanismos de defesa, incluindo defesas
comportamentais, fisicas e quimicas para garantir sua sobrevivéncia (McCLINTOK &
BAKER, 2001). Inicialmente, os metabdlitos secundarios isolados dos tecidos de
alguns invertebrados marinhos (como, por exemplo, as esponjas, cnidarios e
moluscos) foram associados a funcdo defensiva e uma das principais razdes é a
forte correlagédo entre a diminuigdo da eficiéncia de um mecanismo de defesa fisica
e a presenca de substancias quimicas (PAWLIK, 1993).

Além das interacdes presa-predador, as pesquisas em EQM incluem defesa
contra organismos incrustantes, infeccdo por microrganismos, interacoes de
competicdo por espago, pistas quimicas para assentamento larval, dentre outras
(PAWLIK, 1993; HAY, 1996; McCLINTOK & BAKER, 2001). Atualmente, também
sdo pesquisadas a biossintese de produtos naturais marinhos produzidos por
microrganismos simbiontes (PUGLISI et al., 2014). Os principais organismos
marinhos estudados em ecologia quimica sdo as macroalgas e os invertebrados

como as esponjas, cnidarios, crustaceos, equinodermos e moluscos (PAUL &
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RITSON-WILLIAMS, 2008; PUGLISI et al., 2014).

As interag@es intra- e interespecificas entre os organismos marinhos séo
mediadas por substancias quimicas chamadas semioquimicos, que transmitem a
informacéo entre os organismos de maneira individual (DICKE & SABELIS, 1988).
Os semioquimicos podem ser divididos em sinais quimicos e pistas quimicas. Os
sinais quimicos sao as substancias produzidas de forma intencional pelo organismo
emissor para manipular o comportamento do organismo receptor podendo gerar
beneficios para ambos. Os sinais quimicos sao conhecidos como feromdnios e
atuam, frequentemente, na comunicacdo entre coespecificos (DICKE & SABELIS,
1988; HAY, 2009). Por outro lado, as pistas quimicas sao produzidas por
organismos de espécies diferentes, onde o organismo emissor libera as substancias
guimicas de maneira passiva ou acidental no meio. Esta liberacdo desencadeia uma
resposta comportamental ou fisiolégica no organismo receptor (HAY, 2009). As
pistas quimicas sao conhecidas como aleloquimicos. Os aleloquimicos podem ser
divididos em aloménios, que geram beneficios somente para o0 organismo emissor;
cairomoénios, que geram beneficios para o0 organismo receptor; e sinoménios, que
geram beneficios para ambos organismos envolvidos (DICKE & SABELIS, 1988).

Os semioquimicos sdo importantes para guiar o0 comportamento dos
organismos aquaticos, incluindo as pistas detectadas através do contato direto ou
por quimioreceptores liberados na agua (WYETH, 2019). Rastrear os odores em
direcédo a fonte ou para longe da mesma € provavelmente uma das estratégias mais
importantes para orientar o movimento da maioria dos gastrépodes aquéaticos
(WYETH, 2019).

Os gastropodes aquaticos utilizam variadas estratégias de navegacao para se
mover em direcdo a (ou para longe de) uma fonte emissora de odor. Essas
estratégias dependem da substancia quimica envolvida, dos niveis de concentragcao
e do padrdo espacial e temporal da concentracdo (WEBSTER & WEISSBURG,
2009). Uma das principais estratégias de navegacdo utilizada por organismos
guimioreceptores € a quimiotaxia. A quimiotaxia é definida como resultado de um
movimento orientado em relacdo ao gradiente crescente de concentracdo de odor
(WEBSTER & WEISSBURG, 2009). A quimiotaxia positiva refere-se a atracédo de um
organismo em direcdo a um estimulo quimico. A quimotaxia negativa refere-se ao
afastamento do organismo da fonte emissora. Em ensaios em laborat6rio, utilizando

aqguarios em formato Y ou T, € possivel verificar a resposta positiva quando 0s
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gastrépodes escolhem com mais frequéncia o lado com a fonte emissora do odor. J&
a resposta negativa € observada quando os gastropodes movem-se em direcdo ao

lado oposto, ou seja, sem a presenca do odor (WYETH, 2019).

Introducéo a Ordem Nudibranchia (Mollusca, Gastropoda)

O Filo Mollusca é o segundo maior filo do reino animal, com
aproximadamente 130.000 espécies descritas (BRUSCA, 2018). Atualmente, a
classificacdo de Mollusca, feita através de analises moleculares, agrupa o filo em
dois clados, Aculifera e Conchifera (SMITH et al.,, 2011). O taxon Aculifera
compreende espécies sem concha verdadeira e o tAxon Conchifera é composto por
moluscos com concha em pelo menos algum estagio da vida, incluindo, entre outras,
a Classe Gastropoda Cuvier, 1795 (SMITH et al., 2011).

Com aproximadamente 100.000 espécies, Gastropoda é a classe com maior
riqueza de espécies (AKTIPIS et al., 2008). A histéria da classificacdo das espécies
da Classe Gastropoda tem passado por alteracbes constantes entre 0s
malacologistas. Por exemplo, Henri Milne Edwards (1848) reconheceu 0s grupos
Prosobranchia, Pulmonata e Opistobranchia. Por outro lado, Johann Wilhelm
Spengel (1881) dividiu os gastropodes em Streptoneura (equivaliam aos
Prosobranchia) e Euthyneura (incluiam os Pulmonata e Opistobranchia)
(HASZPRUNAR, 1985). Posteriormente, alguns estudos moleculares questionaram a
monofilia das subclasses Pulmonata e Opistobranchia, sendo proposta a inclusao
desses dois grupos na subclasse Heterobranchia (WAGELE & KLUSSMANN-KOLB,
2005; JORGER et al., 2010; WAGELE et al., 2014).

Atualmente, os heterobranquios incluem além de alguns individuos chamados
“‘Lower Heterobranchia” ou heterobranquios basais, o grupo Euthyneura
(anteriormente pertencentes as subclasses Pulmonata e Opistobranchia) (JORGER
et al., 2010). Um dos taxons incluidos na infraclasse Euthyneura € a superordem
Nudipleura Wagele & William, 2000, em que se agrupam as ordens Pleurobranchida
Pelseneer, 1906 e Nudibranchia Cuvier, 1817 (WAGELE et al., 2014; BOUCHET et
al., 2017) (Figura 1).



Figura 1 - Classifica¢do atual da Ordem Nudibranchia.
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|
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Legenda: Classificacdo dos nudibranquios até o género Cadlina, dentro do Filo Mollusca, segundo

Bouchet et al. 2017.
Fonte: modificado de Behrens, 2005
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Caracteristicas gerais dos nudibranquios

A ordem Nudibranchia compreende gastrépodes marinhos e estuarinos
caracterizados pela auséncia completa da concha na fase adulta (PADULA, 2007).
Eles recebem esse nome por apresentarem as branquias “nuas”, ou seja, 0os 0rgaos
respiratorios ficam expostos ao ambiente marinho realizando as trocas gasosas
(BEHRENS, 2005). Os nudibranquios possuem sistema reprodutor hermafrodita e
apresentam um par de tentaculos orais e um par de estruturas sensoriais, chamadas
rinéforos, exclusivas dos heterobranquios (WAGELE & WILLIAN, 2000).

Os rindforos sé@o importantes 6rgédos sensoriais localizados na regido da
cabeca dos nudibranquios e sdo essenciais na sua orientacdo e locomoc¢do no meio
aquatico (WYETH & WILLOWS, 2006b). Através dessas estruturas, o0s
nudibranquios podem perceber o0s sinais quimicos dispersos nha agua,
principalmente para encontrar o alimento e buscar por parceiros sexuais (MURPHY
& HADFIELD, 1997). As caracteristicas morfoldgicas dos rino6foros incluem o nimero
e a forma de suas lamelas e a forma do apice. Os principais tipos de rinéforos sao
os lamelares, anelados ou lisos (Figura 2) (BEHERENS, 2005). Algumas espécies
conseguem retrair os rin6foros e guarda-los em uma espécie de “cavidade™ logo
abaixo da epiderme. Essa contracdo muscular € realizada através das terminacdes
nervosas localizadas na regido interna dos rin6foros e ligadas diretamente ao
sistema nervoso central dos nudibranquios, coordenando também seus movimentos
e sua orientacdo (GOBBELER & KLUSSMANN-KOLB, 2007).

Os nudibranquios sdo um dos grupos mais diversos e coloridos entre 0s
invertebrados marinhos, sendo a cor um importante caracter usado na identificagéo
de espécies (PADULA, 2014). De fato, a morfologia externa e padrdes de coloragédo
s&o0 as caracteristicas mais comuns usadas para identificar as espécies (VALDES et
al., 2006). Além destes dois caracteres, o estudo taxondmico de nudibranquios
baseia-se também na morfologia da radula, dos rin6foros e do sistema reprodutor
(PADULA, 2014) somando-se ainda a utilizagdo de ferramentas moleculares em

uma abordagem taxondmica integrativa (PADULA et al., 2016).
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Figura 2 —Estruturas externas dos ringforos.

Legenda: A. Rinoforos lamelares; B. Rinéforos anelares; C. Rin6foros lisos
Fonte: Moro et al. 2010.

A classificacdo dos principais grupos de Nudibranchia vem sofrendo
modificagdes constantes ao longo do tempo (WAGELE & WILLIAN, 2000; WAGELE
et al., 2008). Segundo a revisdo de Bouchet et al. (2017), a ordem Nudibranchia é
dividida em dois grandes grupos: a subordem Cladobranchia (Figura 1) com
representantes que nao possuem branquias “verdadeiras” e a subordem Doridina
(Figura 1) com representantes que possuem uma branquia exposta na regido dorsal
do corpo (Figura 3 B) (WAGELE, 2004). Os nudibranquios da subordem
Cladobranchia apresentam ceratas, que sao projecdes alongadas que se estendem
para fora do corpo desses moluscos (Figura 3 A). As ceratas sdo estruturas
especializadas que desempenham a fungdo de respiracdo, armazenamento de
cnidocitos (proveniente da alimentacdo em cnidarios) e também funcédo digestiva
(BEHERENS, 2005).
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Figura 3 - Morfologia externa de nudibranquios.

B¢ Ul SRR

- a . " 2 ‘ . x A"A-.“

Legenda: A. Nudibranquio cladobranquio, com auséncia de branquias “verdadeiras” e presenca de
ceratas. Animal com aproximadamente 1,7 cm de comprimento ; B. Nudibranquio doridaceo
com cerca de 3,0 cm de comprimento evidenciando branquias expostas em arranjo de
plumas (circulo vermelho).

Fonte: A. Padula et al. 2011; B. Padula, 2014.

Nudibranquios séo carnivoros e importantes consumidores nas comunidades
bentdnicas, alimentando-se principalmente de organismos sésseis (BEHRENS,
2005). Espeécies da subordem Cladobranchia se alimentam principalmente de
cnidarios, como hidrozoarios e anémonas (WAGELE, 2004). Ja a subordem Doridina
€ amplamente conhecida por moluscos especializados no consumo de esponjas
(WAGELE, 2004; RUDMAN & BERGQUIST, 2007; BELMONTE et al. 2015).

Os nudibranquios sdo conhecidos por suas defesas quimicas obtidas
diretamente de suas dietas alimentares (BEHRENS, 2005). A eficiéncia dessas
defesas quimicas é evidenciada pelo pequeno numero de predadores conhecidos,
ou ao menos pela escassez de registros de predacdo sobre os nudibranquios
(ANKER & IVANOV, 2020). Entre os predadores de nudibranquios estdo outras
lesmas marinhas dos géneros Navanax e Roboastra (BEHRENS, 2005),
picnogdnidos (ROGERS et al., 2000) e caranguejos braquitros (ANKER & IVANOV,
2020).

De uma maneira geral, os nudibranquios possuem entre poucos milimetros e
poucos centimetros de comprimento. O grupo apresenta ampla distribuicdo
geografica, desde aguas tropicais até regides polares (WAGELE & KLUSSMAN-
KOLB, 2005). Os nudibranquios habitam fundos de substrato consolidado de aguas
rasas com habito criptico (BEHRENS, 2005), porém, sua distribuicdo pode variar

desde a faixa entremarés até o mar profundo (MOLES et al., 2016).
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Ecologia quimica e potencial biotecnoldgico de nudibranquios

Nudibranquios doridaceos (subordem Doridina) sdo o grupo mais diverso
dentre os heterobranquios reunindo aproximadamente 2.000 espécies descritas
(VALDES, 2004). A infraordem Doridoidei é representada, entre outras, por duas
superfamilias consideradas as mais especificas no consumo de esponjas, as
superfamilias Chromodoridoidea Bergh, 1891 e Doridoidea Rafinesque, 1815.
Algumas espécies dessas familias possuem dietas extremamente especificas
(RUDMAN & BERGQUIST, 2007). Essas superfamilias sdo as mais estudadas em
termos de sistemética e sobre a presenca de metabdlitos secundéarios (DEAN &
PRINSEP, 2017). Por esta razdo, os nudibranquios doridaceos séo considerados o
grupo chave para o estudo sobre a evolucao das defesas quimicas e especializacéao
alimentar no ambiente marinho (FAULKNER & GHISELIN, 1983; CIMINO &
GHISELIN, 1999; RUDMAN & BERGQUIST, 2007; CIMINO & GHISELIN, 2009).

Em decorréncia da auséncia de concha (defesa fisica), o corpo dos
nudibranquios pode ser protegido por diferentes estratégias como as defesas
ecolégicas, comportamentais e quimicas (FAULKNER & GHISELIN, 1983; CIMINO &
GHISELIN, 1999, 2009). Um exemplo de defesa ecoldégica € a coloracédo
aposematica, em que algumas espécies de nudibranquios apresentam cores
chamativas que transmitem sinais de alerta aos seus predadores. De uma maneira
geral, espécies aposematicas sdo toxicas ou ndo palataveis e, evolutivamente, 0s
predadores aprenderam a evitar o consumo desses organismos (HABER et al.,
2010). Exemplos de defesa comportamental sdo habito noturno para deposi¢cdo dos
ovos (BIERMANN et al., 1992) e a fuga por natacdo, como ocorre com a especie
Hexabranchus sanguineus (Ruppell & Leuckart, 1830) do Indo-Pacifico, a mais
conhecida a realizar este comportamento (BEHRENS, 2005).

A defesa quimica é considerada a principal estratégia defensiva utilizada
pelos nudibranquios. O uso da defesa quimica antipredacdo tem extrema
importancia evolutiva para os nudibranquios, pois € considerada uma pré-adaptacao
que permitiu a esses moluscos sobreviverem sem a concha (FAULKNER &
GHISELIN, 1983). De acordo com Faulkner & Ghiselin (1983), ao utilizar os
metabdlitos secundarios provenientes da dieta, os nudibranquios obtém uma
protecdo sem gastos na producdo, com custo apenas no armazenamento.

A defesa quimica dos nudibranquios deve-se, em maior parte, a capacidade
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desses moluscos sequestrarem e acumularem metabdlitos secundarios provenientes
de suas presas, armazenando-os em seus corpos e utilizando-os como propria
defesa em caso de ataque de predadores (FAULKNER & GHISELIN, 1983; CIMINO
& SODANO, 1993; CIMINO & GHISELIN, 2009; CHENEY et al., 2016).

A revisdo de Bornancin et al. (2017), sobre mediacdo quimica envolvendo
gastrépodes marinhos, fornece uma ampla visdo sobre a obtencao, a destoxificacédo
e a biotransformacdo de metabdlitos secundarios advindos de dieta alimentar, assim
como a importancia deles como mediadores quimicos em interacées gastrépodes-
presas.

Por se alimentarem de organismos quimicamente defendidos, o0s
nudibranquios desenvolveram métodos de destoxificacdo, que os permitiu consumir
essas presas e levou-os a uma especializacdo alimentar (CIMINO & GHISELIN,
2009). No entanto, a especializacdo alimentar levou a uma dependéncia de
determinados tipos de presas. Em termos evolutivos, algumas espécies exibiram a
capacidade de realizar a biossintese de novo dos metabdlitos secundérios, o0 que
libertou os nudibraquios de uma especificidade alimentar (CIMINO & SODANO,
1993; AVILA & PAUL, 1997).

A habilidade dos nudibranquios em acumularem diretamente ou
biossintetizarem de novo metabdlitos secundarios de suas presas esta relacionada
com a adaptacdo evolutiva de cada espécie (AVILA, 1995; CIMINO & SODANO,
1993; 1994; CIMINO & GHISELIN, 2009).

Os nudibranquios constantemente sdo alvos de pesquisas sobre produtos
naturais marinhos devido a descoberta de metabdlitos bioativos (DEAN & PRINSEP,
2017). Os metabdlitos secundarios isolados dos nudibranquios sdo amplamente
documentados, em particular os terpenos e sesquiterpenos S80 0s principais
metabdlitos encontrados (DEAN & PRINSEP, 2017).

Estes moluscos estdo entre os principais alvos de pesquisas que buscam
metabdlitos com propriedades farmacoldgicas. Algumas substancias com atividade
citotdxica contra células tumorais humanas ja foram descritas (AVILA, 1992;
GRANATO et al., 2005; CARBONE et al., 2010). Recentemente, 0s microrganismos
associados aos nudibranquios também vém sendo estudados. Bactérias gram-
positivas encontradas no dorso dos nudibranquios demonstraram ser uma fonte
potencial de substancias bioativas em testes antimicrobianos e antitumorais
(ABDELRAHMAN et al., 2021).
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A origem dos metabolitos secundarios dos nudibranquios e seu microbioma
(BOHRINGER et al., 2017) é interessante ndo somente do ponto de vista quimico,
mas também é primordial do ponto de vista ecoldgico para demonstrar a relacéao
presa-predador, na qual os produtos naturais sdo derivados da dieta alimentar
(AVILA, 1992).

Familia Cadlinidae Bergh, 1891

A familia Cadlinidae Bergh, 1891, pertencente a superfamilia
Chromodoridoidea, € uma das familias que possuem doridaceos predadores
especialistas de esponjas (RUDMAN & BERGQUIST, 2007). Cadlinidae inclui dois
géneros, Aldisa Bergh, 1878 e Cadlina Bergh, 1879 (JOHNSON, 2010; DO et al.,
2022), e seus metabolitos secundarios tém sido amplamente estudados,
principalmente em relacdo as espécies que realizam a sintese de novo (DEAN &
PRINSEP, 2017).

O género Cadlina compreende nudibranquios com o formato do corpo oval,
levemente achatado e espiculas presentes no dorso (CIMINO & GHISELIN, 2009).
As espécies do género Cadlina apresentam menor especializacdo alimentar,
consumindo uma variedade de esponjas espiculadas e nao espiculadas (RUDMAN
& BERGQUIST, 2007; BELMONTE et al. 2015). A eurifagia no consumo de esponjas
do género Cadlina (CIMINO & GHISELIN, 2009) é sustentada por estudos quimicos
que apresentaram a variedade de metabdlitos secundarios encontrados nessas
espécies (CIMINO & GHISELIN, 1999).

A espécie Cadlina luteomarginata MacFarland, 1966, comumente encontrada
na costa Pacifica da América do Norte, € a espécie mais estudada dentro do género
(DEAN & PRINSEP, 2017). Cadlina luteomarginata € uma das poucas espécies
conhecidas por realizar tanto o sequestro direto de metabolitos secundarios de
esponjas (THOMPSON et al., 1982), como a biossintese de seus proprios produtos
naturais (KUBANEK et al.,, 2000). Este nudibranquio se alimenta sobre varias
espécies de esponjas (PENNEY, 2013), mas armazena em seus tecidos somente 0s
metabalitos que irdo Ihe trazer beneficios contra os predadores (THOMPSON et al.,
1982).

O género Cadlina inclui atualmente 28 espécies descritas ao redor do mundo

(MolluscaBase, 2023), sendo a espécie Cadlina rumia Er. Marcus, 1955 a Unica
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representante do género encontrada no litoral brasileiro (GARCIA et al., 2008).
Cadlina rumia foi descrita pela primeira vez pelo zoélogo alemé&o Ernest Marcus, em
1955, sendo encontrada na llha de Sdo Sebastido, Sdo Paulo (MARCUS, 1955). Em
sua publicacao, ele descreveu a espécie com o corpo arredondado e cerca de 1,0
cm de comprimento. A coloracdo é branca e semitransparente, os rin6foros sédo
amarronzados e a espécie possui pigmentos amarelos ao redor da superficie dorsal
do corpo (Figura 4) (MARCUS, 1955).

Figura 4 — Espécie Cadlina rumia no habitat natural.

Legenda: Nudibranquio da espécie Cadlina rumia encontrado sob rochas em poga de maré na saida
do Canal de Itajurd, Cabo Frio (RJ). Exemplar com aproximadamente 1,0 cm de
comprimento.

Fonte: A autora, 2023.

No litoral brasileiro a espécie C. rumia foi registrada, até o momento, nos
Estados de S&o Paulo (MARCUS, 1955), Rio de Janeiro (DOMINGUEZ et al., 2006),
Alagoas (PADULA et al., 2012), Bahia (SALES et al., 2013) e Rio Grande do Norte
(DELGADO et al., 2022).

No estado do Rio de Janeiro, C. rumia € encontrada preferencialmente
embaixo de rochas em regides entremarés. Esta espécie apresenta uma dieta
diversificada alimentando-se de quatro espécies diferentes de esponjas: as
espiculadas Scopalina sp., Callyspongia sp. e Haliclona sp. e a esponja néo
espiculada Dysidea etheria de Laubenfels, 1936 (BELMONTE et al.,, 2015). No
municipio de Cabo Frio (RJ), C. rumia é uma espécie relativamente comum e de
ocorréncia frequente encontrada ao longo do ano (observacdo pessoal da autora),
caracteristicas estas que corroboraram a sua escolha para as investigacdes que sao

objeto de estudo desta tese.
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Estudo sobre nudibranquios no Brasil

Nudibranchia contém aproximadamente 3.000 espécies descritas ao redor do
mundo (WAGELE & WILLIAN, 2000; WAGELE & KLUSSMAN-KOLB, 2005). Para o
litoral brasileiro estéo listadas cerca de 120 espécies, um numero considerado baixo
comparado ao total de espécies existentes atualmente (DA COSTA et al., 2010;
PADULA, 2014). Levando em consideracdo que a costa brasileira possui 7.637 km
de extensdo, os numeros para o Brasil encontram-se subestimados dada a caréncia
de pesquisas em diversas localidades (PADULA, 2015).

A maioria dos estudos sobre espécies brasileiras de nudibranquios foi
realizada pelo casal Ernest Marcus e Eveline Marcus entre os anos de 1955 e 1983.
Durante esse periodo o casal fez sua contribuicdo substancial sobre o conhecimento
da diversidade de espécies brasileiras (PADULA, 2015). A contribuicdo desses
autores possibilitou a descricdo da maioria das espécies atualmente conhecidas
para o litoral brasileiro, porém, faltavam algumas informacdes sobre os espécimes in
vivo e nenhum ou raros dados sobre a biologia das espécies estavam incluidos em
seus trabalhos (PADULA, 2015).

A partir da década de 2000, diferentes autores passaram a estudar as
espécies de nudibranquios brasileiras (Tabela 1). A maioria dos trabalhos cita novos
registros de ocorréncia; descrevem espécies novas e/ou reformulam descri¢cdes de
espécies existentes e trazem revisdes taxondmicas de determinadas familias. Mais
recentemente, artigos sobre filogenética molecular, abordando a taxonomia
integrativa, incluiram espécies da Familia Chromodorididae, especialistas na
predacdo de esponjas. Em exce¢do aos trabalhos taxondmicos, existem poucos
artigos sobre quimica de produtos naturais de nudibranquios (PADULA, 2015).

No Brasil, somente um unico trabalho aborda a ecologia das espécies de
nudibranquios (Tabela 1). Belmonte e colaboradores (2015) observaram 94 eventos
de predacdo de 12 espécies de nudibranquios sobre 13 espécies de esponjas
expandindo o conhecimento sobre as interagdes presa-predador. Em 2014, foram
realizados ensaios em laboratorios sobre o comportamento alimentar de
nudibranquios com as espécies Cadlina rumia e Tyrinna evelinae (Er. Marcus, 1958)
a fim de corroborar com as observacdes no habitat natural (BELMONTE, 2014). A
preferéncia alimentar de C. rumia foi avaliada em ensaios de laboratério com

esponjas frescas e extrato bruto das esponjas incorporados em alimentos artificiais.
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Foi observada uma tendéncia de preferéncia pela esponja Dysidea etheria em
comparacdo com outras duas espécies oferecidas, Tedania (Tedania) ignis
(Duchassaing & Michelotti, 1864) e Callyspongia sp. (BELMONTE, 2014).

Tais conhecimentos prévios conduziram a proposta desta tese, isto €, a
realizacdo de estudos especificos realizados através de ensaios experimentais em
laboratério com nudibranquios. As interacdes ecoldgicas, mediadas quimicamente,
com outros grupos de organismos, trazem uma abordagem multidisciplinar no ambito

da ecologia quimica marinha e biologia comportamental.

Tabela 1: Estudos sobre nudibranquios realizados na costa brasileira a partir do ano 2000.

Aspecto estudado Local Referéncia

Quimica de produtos naturais SP Granato et al. 2000
Descri¢édo de novas espécies PE Garcia & Troncoso, 2003
Quimica de produtos naturais SP Granato et al. 2005
Registro de ocorréncia RJ Padula & Absaldo, 2005
Registros de ocorréncia PE, RJ, SP Padula & Santos, 2006
Descri¢édo de novas espécies PE, RJ, SP Dominguéz et al. 2006
Registros de ocorréncia Litoral brasileiro Garcia et al. 2008
Descri¢édo de nova espécie RN Padula & Delgado, 2010
Descricdo de nova espécie RJ DaCosta et al. 2010
Descri¢édo de nova espécie RJ, SP Alvim et al. 2011
Registros de ocorréncia RN Lima & Delgado, 2011
Registros de ocorréncia SC Padula et al. 2011
Registros de ocorréncia BA, RN Sales et al. 2011
Quimica de produtos naturais RJ Pereira et al. 2012
Reviséo taxonbmica RJ Alvim & Pimenta, 2013
Registro de ocorréncia BA Sales et al. 2013
Taxonomia integrativa CE Padula et al. 2014
Ecologia RJ Belmonte et al. 2015
Registro de ocorréncia CE Galvao-Filho et al. 2015
Descrigdo de nova espécie RJ, SP Lima & Simone, 2015
Filogenética molecular Litoral brasileiro Padula et al. 2016
Registro de ocorréncia SP Sales et al. 2016
Filogenética molecular RJ Ramirez et al. 2017
Reviséo taxondbmica RJ Lima & Simone, 2018
Descricdo de espécies SP Sales et al. 2019
Registros de ocorréncia RN Delgado et al. 2022

Fonte: A autora, 2023.
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O objetivo desta tese foi avaliar interagdes ecoldgicas de uma espécie de
nudibrdnquio em relacdes intra- e interespecificas, com énfase na biologia
comportamental e sinalizacdo quimica das espécies envolvidas. Foi elencada como
espécie-alvo o nudibranquio Cadlina rumia, cujos resultados de pesquisas anteriores
sinalizaram uma interacdo espécie-especifica de presa-predador (BELMONTE et al.
2015).

O Capitulo 1 aborda os ensaios experimentais conduzidos em laboratério
sobre a capacidade de reconhecimento de pistas quimicas do nudibranquio C. rumia
Er. Marcus, 1955 em relacao a diferentes odores liberados na agua do mar.

No Capitulo 2, sdo apresentados 0s ensaios sobre a existéncia de interacao
tritr6fica entre o predador do nudibranquio e suas presas, as esponjas marinhas,

mediada por sinalizacdo quimica indireta.
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Capitulo 1

Attraction and escape: nudibranch Cadlina rumia locates prey and conspecific

and avoids predator through waterborne chemicals

Thalita Belmonte?, Renato Crespo Pereira2, Daniela Bueno Sudatti?”
1 Instituto de Estudos do Mar Almirante Paulo Moreira, Programa de Pds-Graduacdo em
Biotecnologia Marinha, Rua Kioto, 253 — Praia dos Anjos, 28930-000, Arraial do Cabo, RJ,
Brasil
2 Universidade Federal Fluminense, Departamento de Biologia Marinha, Bloco M, Rua
Professor Marcos Waldemar de Freitas Reis — Sdo Domingos, 24210-201, Niteréi, RJ, Brasil

*Corresponding author: dbsudatti@gmail.com (DBS)

Abstract

In marine environment, nudibranchs use their olfactory sense to detect chemicals in the
water-column to guide their behavior when searching for preys, avoiding predators, or
finding potential mates. The dorid nudibranch Cadlina rumia is a tropical western Atlantic
species commonly found under rocks and that exhibit a trophic relationship with the sponge-
prey Dysidea etheria, which is chemically defended. We evaluated the ability of Cadlina
rumia to recognize waterborne chemicals from its prey, predator, and conspecific. Y-maze
experiments with two-current choice flume were carried out using different signalized
seawater (treatments) obtained from D. etheria intact, previously consumed, artificially
damaged (simulated predation), from its potential predator, the crab Pachygrapsus

transversus, and from conspecific nudibranchs. Specimens of C. rumia recognized and


mailto:dbsudatti@gmail.com

29

discerned the different waterborne chemicals offered to them after a short mean period of 6
minutes. Cadlina rumia exhibited positive chemotaxis to chemical cues from its prey D.
etheria (fresh or previously consumed) and signals from conspecifics, but did not recognize
the chemical cues from the sponge artificially damaged. A negative chemotaxis was observed
to the chemical cues released from the crab P. transversus. The broad ability to detect and
discern chemical signals and cues from different sources is likely crucial for the fitness of C.
rumia, as enables it to identify its primary prey sponge (D. etheria), locate potential mates,
suitable place for egg laying and food resources (conspecifics), and avoid predators (crab P.
transversus).
Introduction

In the marine environment, several organisms utilize conspecific and heterospecific
chemicals released into the seawater in various ecological contexts, such as foraging
strategies, food choice, seeking shelter and mating partners, and predator avoidance (Hay
2009; Kamio & Derby 2017, 2020). For example, many aquatic gastropods use their olfactory
sense to react to waterborne chemicals to guide their navigation behavior, including that for
detecting preys or avoiding predators based on kairomones, or finding potential mates using
pheromones (Wyeth 2019, Derby 2020). The aquatic chemical ecology studies usually
involve just the understanding how different organisms perceive and respond to different
chemical cues and signals in their natural environment (Jutfelt et al. 2017). However, one of
the major challenges or difficulties in this area is distinguishing between evolved functions
(signals) and incidental effects (cues) (Otte, 1974; Weiss et al. 2013). Chemical signals are
released intentionally by the sender, but receivers also react to chemicals released
unintentionally, which are defined as chemical cues (Steiger el al. 2011).

Chemically mediated interactions among organisms provide insights into ecology and

evolution of marine communities (Hay 2009; Zimmer et al. 2017), and have resulted in
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several co-evolutionary evidences between nudibranchs and its preys (Becerro et al. 2003;
Cheney et al. 2016). For example, dorid nudibranchs marine gastropods are known for their
dietary specialization on sponges and some species may eat only one kind of prey (Wagele
2004, Rudman & Bergquist 2007; Penney 2013). Marine sponges are recognized as one of
the rich sources of secondary metabolites, contributing to about 30% of all these chemicals
identified so far for marine organisms (Calcabrini et al. 2017; Lee et al. 2021). Nudibranchs
can assimilate secondary metabolites based on their specialized relationships with their preys,
such as sponges, for obtaining of self-chemical defenses against natural enemies (Bornancin
et al. 2017; Dean & Prinsep 2017). Since they are devoid of shells, chemical defense is the
primary strategy used by nudibranchs to deter predators (Faulkner & Ghiselin 1983; Pawlik
1993, Cimino & Ghiselin 1999, 2009; Dean & Prinsep 2017).

Chemosensory perception of chemical cues and/or signals is a significant strategy for
nudibranchs in ecological interactions, particularly due to their relatively underdeveloped
visual accuracy (Cheney et al. 2016). Although a very few and rare species can exhibit
visually-guided behaviors (Quinlan & Katz 2022), their interaction with the marine
environment occurs primarily through chemoperception through the rhinophores, a pair of
sensory organs located above the nudibranch heads (Murphy & Hadfield 1997). Some
nudibranch species also can even detect different odors in seawater using just a single
rhinophore (McCullagh et al. 2014), and this organ is also important and critical structure for
orientation with respect to water flow direction (Wyeth & Willows 2006a).

The use of two-current choice flume has proven to be a valuable method for
acquiring insights into preference or avoidance responses (Jutfelt et al. 2017), since the
orientation behavior in one direction includes finding the source of an odor and moving
relative to fluid-dynamic direction (Murray et al. 2006). The tendency of organisms to move

towards or away from the water flow is influenced by the presence of chemical attractive
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odors relesead from prey and conspecifics, as well as repellent odors released from potential
predators (Zimmer-Faust et al. 1995, 1996; Weissburg et al. 2002; Murray et al. 2006; Wyeth
et al. 2006).

The mollusc species Tritonia tetraquetra (Pallas, 1788) has been a useful model for
studies that promoted a significative progress in understanding the sensory and locomotor
systems in nudibranchs. This nudibranch is capable to move in direction to locate prey and
conspecifics, as well as to move away or distance from predators in the field (Wyeth et al.
2006; Wyeth & Willows 2006b) and under the laboratory conditons (Wyeth & Willows
2006a). Navigation toward chemical sources often has been investigated with various marine
organisms using aqueous extracts of animal tissues (Moore & Atema 1991; Moore & Grills
1999) or, occasionally, live preys (Weissburg & Zimmer-Faust 1993, 1994). However, few
studies have been investigated using chemical cues directed released into the water column
(but see Lambert & Todd 1994, Nocchi et al. 2017; Santoja et al. 2018), but chemicals are
often important for guiding aquatic gastropods, including those detected by either contact
chemoreception or chemoreceptors sampling the water (Wyeth 2019).

The dorid nudibranch Cadlina rumia Marcus, 1955 is an amphiatlantic species and it
is the only species of this genus in the tropical western Atlantic (Garcia et al. 2008;
Goodheart et al. 2016). This species is commonly found under rocks living and on sponges
(Goodheart et al. 2016) and it is found throughout the year in Brazilian coast (the author,
personal observation). Previous field observations revealed a trophic relationship between C.
rumia and their prey sponge Dysidea etheria (Belmonte et al. 2015), providing key evidence
that there is a feeding preference, although Dysidea species are recognized rich producers of
secondary metabolites exhibiting antifeeding effect (Marin et al. 1998; Becerro et al. 2006).

In the present study, we assessed the ability of C. rumia to recognize different

indirected chemicals cues and signals, using signalized seawater from its usual prey D.



32

etheria intact and previously consumed and artificially damaged, its potential crab predator
Pachygrapsus transversus and conspecific nudibranchs through laboratory Y-maze
bioassays.

Material and Methods

Collection and maintenance of organisms

Nudibranch specimens of C. rumia (1.3 cm % 0.44), their prey-sponge D. etheria (~ 4
g wet weight) and their potencial predator, the crab P. transversus (2.1 cm + 0.39 carapace
width), were manually collected from a tidal pool located at the end of Itajurd channel (22°
53°13”’S; 42° 00°17°’W) in Cabo Frio city, Rio de Janeiro State, Southeartern Brazil.
Multiple collections were conducted to carry out laboratory experiments, spanning from
March 2018 to March 2020. In laboratory, these organisms were kept in individualized
aquariums of 10L (30 x 20 x 20 cm), continuously aerated and filtered (150 pum nylon mesh)
seawater, at 23-26 °C and salinity around 35. The seawater was replaced once or twice a
week.

Specimens of C. rumia were collected a week prior to starting each bioassay, in order
to use healthy organisms that had been kept for a short time in the laboratory conditions.
They were fed on individuals of the sponge D. etheria collected as needed for the
maintenance of these molluscs, but they were starved for 24h before being used in the
bioassays. The specimens of P. transversus were collected just two days before the bioassays,
and they were maintained whitout food. The specimes of D. etheria dedicated to bioassays
were collected during the week of the bioassays.

Bioassay types

The behavioral responses of C. rumia specimens were evaluated in relation to five

different signalized seawater (treatments) obtained from: (1) fresh D. etheria, in order to

analyze the C. rumia ability to recognize its prey chemical cues, and to test the hypothesis
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that this nudibranch prefers to move towards this sponge; (2) D. etheria previously
consumed, to determine if C. rumia is capable of recognize a natural predation event on its
prey, and to test the hypothesis that predation by C. rumia potencialize nudibranch
recognition; (3) D. etheria artificially damaged, to assess the nudibranch's role in a predation
event for the emission of a reliable signal; (4) presence of P. transversus, to test the rejection
behavior of C. rumia in relation to their potential predator chemicals, under the hypothesis
that C. rumia this nudibranch move in the opposite direction to the chemical cues emitted by
this crab; and (5) conspecific nudibranchs, to determine if there is orientation of nudibranchs
in search for conspecifics and to test the hypothesis that C. rumia will move towards the
chemical signals released by its conspecifics.

Obtaining of signalized seawater containing chemical cues

For obtaining treatment and control waters, two beckers (4 L; 17 cm diameter x 25 cm
height) were filled with filtered seawater (150 um nylon mesh to remove larger debris) under
continuously aeration (adapted from Peacor 2006) and live organisms were placed in one
(considered treatment) and the other remained only with seawater (control). These signalized
seawaters were obtained as follows: for fresh D. etheria experiments, specimens of this
sponge (~ 5 individuals of 2 g each) were placed into the seawater; for D. etheria previously
consumed, specimens of C. rumia (7-8 individuals) were placed into seawater together with
the sponge D. etheria; for D. etheria artificially damaged, we simulated predation by clipping
and created lesions on the upper part of their bodies (~4 ind, 2 g each) using a stiletto in order
to resemble mollusc radula (adapted from Coleman et al. 2007); for predator presence, 5
individuals of the crab P. transversus were placed in the seawater becker; and for conspecific
nudibranch presence, specimens of the nudibranch C. rumia (10 individuals) were placed into
the seawater. All seawaters were signalized for periods of 1h and 6h, which were used in the

Y-maze bioassays immediately after these periods.



34

Y-maze bioassays

The five bioassay types were performed using aquaria built on the Y-maze model,
with two possibilities of choices by nudibranchs: signaling seawater (treatment) and natural
seawater (control). As a behavioral response, we analyzed the choice (control or treatment) in
each assay and the time spent to C. rumia specimens made their choice.

The Y-maze aquarium was 15 cm long, 5 cm wide and 5 cm high. Each Y branch was
connected to one 4L becker containing control (only seawater) and treatment condictions
(signaling seawater) (see above). Before the biossays, a preliminary flow test was performed
using colored seawater (blue and yellow) to check the green water mixing zone below the Y-
branch junction and where the test organisms were positioned at the beginning of the
bioassay (S1 Fig 1).

The unidirectional flow system of 18ml/min was maintained by gravity and control
and signalized seawaters were simultaneously offered to one individual nudibranch at a time.
In each experiment, each individual nudibranch had 10 minutes to make their choices,
according to previous study (Nakashima 1995). Animals that did not move were record as no
choice. Between each trial, the Y-maze aquarium was whased with a copious amount
freshwater and rinsed with distilled water to ensure no traces of previous treatments
remained. Control and treatment waters were offered alternately between the two branches of
the Y.

All bioassays were conducted in two separated moments referred to as set 1 and set 2.
Each set involved a varying number of C. rumia individuals, ranging from 12 to 20,
depending on their availability in the laboratory. At least 100 individuals of C. rumia were
tested during all study and the specimens of sponge, nudibranch and crab used in set 1 were

not the same as those used in set 2.
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Statistical analysis

The Chi-square test for goodness to fit was applied to evaluate the behavioral
response of C. rumia regarding their choices. The null hypothesis (Hop) is that there is no
difference between choosing of control or treatment options and the alternative hypothesis
(H,) is that the nudibranchs would choose waterborne cues from the sponge and signals from
conspecific and would repell waterborne cues from predator.

The Mann-Whitney test was employed to identify differences in the time taken by C.
rumia specimens to make their choice. Prior to this analysis, the normality of the data was
assessed using the Shapiro-Wilk test. The null hypothesis (Hop) is that there is no difference
between time moving to control or treatment. The alternative hypothesis (H;) is that
nudibranchs would move to treatment waterborne cues from sponge (consumed and
artificially damaged) and waterborne signals from conspecific and to control in assays with
signalized water from predator.

The data analyses were performed using the free software Jamovi (Desktop version
2.3.21) and considered significant when p < 0.05. Nudibranch specimens that did not move to
anywhere were not considered in statistical analyses.

Results
Responses to waterborne cues from fresh D. etheria

Specimens of C. rumia preferentially have chosen signalized seawater with fresh D.
etheria after 1h in both set 1 and set 2 (Fig 1A; Chi-square test: p = 0.005 and p < 0.001,
respectively). However, in the 6h bioassay, no significant preference for control or signalized
seawater was evidenced in either set 1 (p = 0.059) or set 2 (p = 0.074), despite these marginal
p-values; Fig 1A).

Responses to chemical cues from previously consumed D. etheria

C. rumia recognized chemical cues from the sponge D. etheria previously consumed
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upon by nudibranchs in almost all experimental conditions: 6h signalized seawater both on
set 1 (p=10.04) and set 2 (p = 0.03); and 1h signalized seawater on set 2 (p= 0.025; Fig 1B).
Responses to chemical cues from artificially damaged D. etheria

In all bioassays, no preference of C. rumia for seawater signaled with chemical cues
from artificially damaged D. etheria was found (Fig 1C).
Responses to chemical cues from the predator P. transversus

Specimens of C. rumia perceived the chemical cues of P. transversus presence as it
chose the control seawater in the 1h bioassays in both set 1 (p = 0.003) and set 2 (p = 0.002)
(Fig 1D). This same behavior was verified on the set 2 (p= 0.007) in the experiment of 6h
(Fig 1D).
Responses to chemical signals from the conspecific nudibranchs

Cadlina rumia specimens have chosen the signalized seawater containing chemical
signals from conspecific on set 2 in bioassay of 1h (p < 0.001) and 6h (p < 0.012; Fig 1E).
However, this behavior was not observed in set 1 (Fig 1E).
Time spent for choice by C. rumia

In all biossays, there was no significant difference on time required for C. rumia
specimens make their choices between signalized and control seawater. Time spent for choice
ranged from 2 to 10 min, with an average of 6 min (Fig 2, A-E). In addition, a reduced
number of C. rumia specimens exhibited no choice behavior in the bioassays, except in the
experiment with D. etheria artificially damaged, in which 29% of these nudibranchs
remained inactive (Fig 1C). On the other hand, all nudibranchs made a choice when offered
chemical cues from the crab P. transversus — predator presence (Fig 1D).
Discussion

The Y-maze bioassays revealed that C. rumia specimens exhibited mainly a positive

chemotaxis behavior, since expressed movement toward the different chemicals from fresh
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and consumed D. etheria and conspecifics, but not perceived the chemicals of this sponge
artificially damaged. Contrary, C. rumia exhibited avoidance behavior (negative chemotaxis)
to the chemical cues released from its potential predator P. transversus. These nudibranch
behaviors corroborate prior evidence which found that the nudibranch Tritonia tetraquetra
(Pallas, 1788), which has been use as a model to understand the neural control of navigation
(Murray & Willows, 1996; Wyeth & Willows, 2006a, b). Tritonia tetraguetra specimens
responded to odor flows coming from partners, prey, and predators, such as positive in
relation to its prey, the octocoral Ptilosarcus gurneyi (Gray, 1860) and aversion to predator
signals, the sea star Pycnopodia helianthoides (Brandt, 1835) (Wyeth & Willows, 2006a).
Cadilina rumia chose one of the options, control or treatment (signalized seawater)
between 5 and 7 minutes after the start of the bioassay. Nakashima (1995), in a Y-maze
experimental setup with also 10-minute duration, found no positive chemoataxis toward
conspecifics, but did observe posivite responses in relation to conspecific mucous trails from
Dendrodoris nigromaculata (Cockerell, 1905) and D. nigra (Stimpson, 1855). However, the
choice of the nudibranch Aeolidia papillosa (Linnaeus, 1761) to detect the chemicals of its
prey, the sea anemone Anthopleura elegantissima (Brandt, 1835), was perceived after much
longer time, in a broad ranging from 2 to 120 minutes (Seavy & Muller-Parker 2002). These
authors used a large circular arena without barriers connected with two holding boxes
containing anemones organisms (treatment) or no organisms (control), the Y-shaped stream
of seawater from the two-point sources converged in the center of the arena with ~12 cm and
the A. papillosa nudibranchs were starved for 72h before trials and was given up 2h to make a
choice (Seavy & Muller-Parker 2002). Wyeth & Willows (2006a) tested T. diomedea’s
ability to navigate relative to odour (prey, conspecific and predator) in a flow tank and
reported that the slugs took a similar time to that found in our study to crawl to the odor

source (6-7 min). Although, these authors keept slugs celibated and starved during ca. 1 and 2
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months, respectively. Long starvation periods can cause stress and alter the animal behavior
(Cronin & Hay, 1996) and, for this reason, in our study C. rumia was starved only for 24h
before the bioassay and had up 10 minutes to cover a 15 cm of distance in a Y-maze
aquarium before reaching its choice. Then, differences in methodologies could explain
potentially account for the wide variations in choice time observed between studies.

The tests that evidenced the perpecption of C. rumia for their prey D. etheria, predator
and conspecific were carried out with two time periods of exposition to signalized seawater
(1 and 6h) to ensure about the presence and persistence of chemicals in the seawater, since
the time for these assay-types is a variable aspect. For example, the cave-dwelling
crustaceans Hemimysis margalefi and Palaemon serratus were strongly attracted to sponge
signalized seawater after long period of 16h of experiment (Santoja et al. 2018). On the other
hand, the presence of chemical cues decreased with time, through degradation of the order of
2-4 days (Peacor 2006). The degradation time of substances released into the seawater
column that play a role in ecological interactions remains inadequately understood.
Crambescin compounds have already been studied in this context, and it is known that their
activity decreases by 25% after 1 hour of release into the water column, and by more than
60% after 8 h (Ternon et al. 2016). Here, we suppose that the periods of 1 and 6h assured
both processes, obtention of response due to presence of chemicals and avoidance of
degradation.

Cadlina rumia detected chemical cues released from its fresh D. etheria prey, since
specimens of this moluscs showed positive chemotaxis to signalized seawater in the 1h-
experiments, but it was not able to detect the D. etheria chemical cues in the 6h experiments.
This result reinforces the existence of the known trophic relationship between C. rumia and
D. etheria (Belmonte et. al. 2015). The chemically mediated relationship between C. rumia

and D. etheria is a presumed specialization that allows C. rumia specimens to detect one of
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their food resources, the sponge C. etheria. For gastropods in general, chemically rich diets
also provide opportunities to defend themselves against predators, improve their own
chemical defenses, chemical communication, prey detection, food preference and interaction
with conspecifics (Bornancin et al. 2017), and this trophic relationship has also provided
information for the discovery of secondary metabolites (Wu et al. 2021). In general, the
specialization implies that most of dorid nudibranchs feed on one or few sponge species,
which sometimes result in a overgraze (Knowlton & Highsmith 2005), but we do not know if
the density of C. rumia is high enough to cause any deleterious effect on D. etheria. But since
these predators, when in high densities, can regulate populations of prey sponges (Dayton et
al. 1974), this is a relevant aspect for future approaches to the C. rumia x D. etheria
relationship.

In the same way as observed for the behavior of C. rumia towards fresh D. etheria,
specimens of this mollusc were also able to recognize chemical cues present in the signalized
seawater obtained from this species of sponge preyed upon by conspecifics. Since sponges
are known to react to predation through induced chemical defense (Thacker et al. 1998;
Richelle-Maurer et al. 2003), perception by C. rumia may have been facilitated by this action
of conspecifics on D. etheria presumably stimulating the production of more chemicals. For
examples, this induced chemical defense may occur in response to overgrowth of competiors
(Thacker et al. 1998) or predator action (Richelle-Maurer et al. 2003). The chemicals may be
store into specialized cells (spherolous) and dispersed into the seawater through sponge
exhaling channels, as observed for Crambe crambe species (Ternon et al. 2016) and express
different ecological roles. The biochemical effect promoted by the predation over C. rumia is
unknown, but it was enough to produce a signalized seawater that attracted this mollusc in the
bioassays carried out in our study.

The nudibranch C. rumia was not able to detect the chemicals in signalized seawater
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obtained from the artificial damaged D. etheria, both 1h and 6h experiments. Several studies
that demonstrated facultative or induced chemical defense in marine sponges have been
carried out using artificial predation by clipping (e.g. Richelle-Maurer et al. 2003), as in our
study. Clipping has also been used as an effective procedure to verify induced defense in
seaweeds (Jormalainen & Honkanen 2008). As the tests with fresh or previously consumed
D. etheria signalized seawater were unequivocal in attesting the C. rumia ability to perceive
the chemical cues from this sponge, we presumed that clipping may have promoted stress in
the sponge that represented an unreliable signal for the nudibranch.

Cadlina rumia was able to recognize the signalized seawater with chemical cues from
the crab P. transversus and moved towards to the opposite side of these signals, or moving
preferentially to seawater control in both periods, 1h and 6h experiments. The nudibranch
Tritonia tetraquetra also showed avoindance behavior relative to chemical cues from their
sea star predator Pycnopodia helianthoides in its natural habitat (Wyeth et al. 2006).
Predators strongly influence preys by altering the foraging behavior, and prey must be able to
detect and respond to signals indicating predation risk (Large et al. 2011). Potential predation
threat is sensed by organisms and in response to these cues, prey exhibit changes in their
morphology, physiology, and behavior (Beattie & Moore, 2018) which are called
nonconsumptive predator effects (Kamio et al. 2022). For example, the snail Nucella
lamellosa (Gmelin, 1791) reduced their soft-tissue mass reflecting a reduction in their feeding
activity when exposed to chemical cues from potential crab Cancer productus Randall, 1840
(Bourdeau & Padilla, 2019).

Chemical cues released by injured preys (other Nucella species) plus the crab induced
rapid active avoidance crawling away, while cues from the crab alone elicited prolonged time
withdrawn in the shell (passive behavior) (Mach & Bourdeau, 2011). Understand how prey

make behavioral decisions under the risk of predation is necessary to clarify how predator-
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prey interactions and subsequent effects on population and communities (Mach & Bourdeau,
2011). In their natural habitat, the crab P. transversus and the nudibranch C. rumia can spend
hours coexisting in tidal pools. Therefore, the avoidance behavior exhibited toward the crab
in the laboratory suggests that the nudibranch is capable of recognizing a potential threat in
its natural environment.

Cadlina rumia also detected the chemical signals released by its conspecifics, as it
moved preferentially towards the signaled water in the experiments of 1h and 6h. This
attraction behavior was also observed for nudibranch Tritonia tetraquetra in the direction of
signal coming from conspecifics (Wyeth & Willows 2006a, b). The presence of conspecifics
can indicate a preferable habitat for avoiding predation, finding food and finding mates
(Kamio et al. 2022). Gastropods also used chemoreception as reproductive behavior in
response to trail sex pheromones (Derby 2020). In addition, recognize conspecific cues also
facilitate the aggregation and to find suitable place for egg laying and resources (Hay 2009).

Nudibranch can occur alone, in small groups and less frequently in mass aggregation.
Concentrated grouping of nudibranchs was traditionally believed to be breeding aggregations,
but it can also result from a food abundance in a specific area (Behrens, 2005). For example,
the nudibranch Onchidoris bilamellata aggregate for spawning closer to its major prey
species, the barnacle Semibalanus balanoides (Claverie & Kamenos, 2008). On the other
hand, the nudibranch Gymnodoris ceylonica was observed aggregated for mating and
spawning in an area with no signs of prey suggesting that these nudibranchs might not have
been attracted by food sources (Huang, 2010). Locating a mate has generally been regarded
as a precourtship or pre-copulatory process (Ng et al. 2013), but also means protection when
intraspecific chemical communication warns marine molluscs about a potential predatory
threat (Derby 2007).

Our results revealed that C. rumia can detect and differentiate among several nature of
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waterborne cues or signals, demostranting the precision of nudibranch orientation in response
to chemicals released directly into the seawater column. Since cues are often precursors of
signals that evolve via chemical ritualization (Steiger el al. 2011), recognizing the processes
of chemical communication is crucial for understanding the origin and dynamic evolution of
chemical information transfer. The detection of chemicals is undeniably a crucial strategy
employed by nudibranchs in their ecological interactions, presumably serving to amplify their
chances of survival and reproductive success, thereby influencing population dynamics and
evolutionary ecology within the species and enhancing their ecological performance.
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Fig 1. Nudibranch chemotaxis behavior. Number of choices of C. rumia observed during the Y-
maze experiments with two-current choice flume. Control refers to natural seawater and treatment
to signalized seawater during 1h and 6h. Experiments were carried out in replicate, set 1 and set 2.

Individuals without moving after 10 min were not computated in statistical analyses (No choice).

Fig 2. Time to choice. Variation on time spent to C. rumia specimens to make their choice during
the Y-maze experiments with two-current choice flume. Control refres to natural seawater and
treatment to signalized seawater during 1h and 6h. Experiments were carried out in replicate, set 1

and set 2.

S1 Fig 1. Y-maze aquarium. A. Color mixture zone test in Y-maze aquarium. B. Nudibranch
Cadlina rumia posicioned in the base at the initial point. C. Evolution of the movement of the
nudibranch. D. Nudibranch choose a side and entered in the branch. E. Nudibranch reached to the

treatment waterborne source.
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2 — EFEITOS DAS INTERACOES ENTRE NUDIBRANQUIOS, ESPONJAS E
O CARANGUEJO PREDADOR Pachygrapsus transversus: UM CASO DE
INTERACAO TRITROFICA?

2.1 INTRODUCAO

Nos ecossistemas marinhos existem mudltiplas interacbes entre o0s
organismos, e parte dessas interagcbes formam uma teia alimentar com
predadores de topo, predadores intermediarios e produtores vivendo em um
sistema balanceado (HOLLOWELL, 2013). Processos ecoldgicos e evolutivos
sobre as interacdes das espécies s6 podem ser totalmente compreendidos
apos se considerar o sistema multitréfico em que estas estdo inseridas
(ABDALA-ROBERTS et al., 2019).

As interacbes entre espécies podem ser diretas ou indiretas,
produzindo resultados positivos e negativos (BELL & WILLIAMSON, 2017).
Um efeito direto ocorre como resultado de uma interacdo fisica entre duas
espécies, como a predacdo (HOLLOWELL, 2013). Efeitos indiretos ocorrem
em comunidades com multiplas espécies, quando a acdo de uma espécie
causa uma mudanca em uma segunda espécie, impactando
subsequentemente uma terceira espécie. Este tipo de interacdo indireta inclui
processos como as interacdes tritroficas (BELL & WILLIAMSON, 2017).

Interacdes tritréficas ocorrem quando uma mudanca em uma
caracteristica (densidade, tamanho, comportamento ou a mera presenca) da
primeira espécie (emissora) causa uma mudanga no comportamento da
segunda espécie (transmissora), afetando uma terceira espécie (receptora)
(VALBUENA-GONZALO, 2019). As interacOes tritréficas determinam a
dindmica populacional e evolutiva das espécies em todos os niveis tréficos,
elucidando aspectos fundamentais sobre a estrutura das comunidades
(ABDALA-ROBERTS et al., 2019). A liberacdo de substancias quimicas apés
o ataque das espécies de nivel tréfico intermediario pode fornecer indicios de
disponibilidade de alimento para predadores do topo da cadeia, promovendo
assim interac6es multitréficas (COLEMAN et al., 2007). Os efeitos indiretos da
atracdo dos predadores de topo alteram o comportamento dos predadores

intermediarios, modificando sua interagdo com a presa, reduzindo
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significativamente sua atividade de alimentacdo e favorecendo o0s niveis
troficos inferiores (Figura 5) (SAVOCA & NEVITT, 2014).

Figura 5 — Modelo de interag@es tritroficas.

—

Predacao

Predador de topo

—_—
Interacao direta

Predador intermediario /

Interacao indireta

Legenda: Interacbes mediadas quimicamente entre os predadores de topo, predadores
intermediarios e presas. A interagdo tritréfica ocorre quando a presa emite sinais
guimicos capazes de atrair os predadores de topo a fim de reduzir a atividade dos
predadores intermediarios, gerando beneficios as presas. Esta relacdo entre presas
e predadores de topo ocorre através da interagdo indireta.

Fonte: adaptado de Valbuena-Gonzalo, 2019.

As interagdes tritroficas tém sido amplamente estudadas em sistemas
terrestres envolvendo plantas e insetos (STEINKE et al., 2002). Diversas
espécies de plantas interagem com predadores de topo para ganhar protecao
frente a herbivoria. Tais interacdes tritroficas sao frequentemente mediadas
por substancias volateis liberadas pelas plantas em resposta ao consumo dos
insetos (DICKE & BALDWIN, 2010). Essas interacbes séo consideradas
‘defesas indiretas’, pois a produgado das substancias volateis pode nao afetar
diretamente a herbivoria, mas tornam 0s insetos mais suscetiveis a predacao
(DICKE & SABELIS, 1988).

Interacbes similares também tém sido estudadas nos sistemas
marinhos (STEINKE et al., 2002). Pesquisas sobre interacdes tritroficas tém
focado na interacdo de espécies onde, geralmente, uma macroalga esta
associada a um hervivoro e este a um predador considerado inimigo natural
(ABDALA-ROBERTS et al.,, 2019). Coleman et al. (2007) demonstraram
experimentalmente que pistas quimicas, liberadas pela macroalga parda
Ascophyllum nodosum (Linnaeus) Le Jolis, 1863, transmitidas pela 4gua do
mar gquando consumidas pelo gastropode Littorina obtusata (Linnaeus, 1758),
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atraem o caranguejo predador Carcinus maenas (Linnaeus, 1758). Portanto,
para o0 caranguejo, reagir as pistas quimicas liberadas pelas macroalgas
lesionadas pela herbivoria parece ser mais confidvel do que reagir as pistas
liberadas pelos gastrépodes (COLEMAN et al., 2007). Por outro lado, ensaios
de interacdes tritréficas no habitat natural, sob condicfes realistas, mostraram
que 0s sinais quimicos provenientes da macroalga parda Macrocystis pyrifera
(Linnaeus) C. Agardh, 1820 e da macroalga verde Ulva sp., previamente
consumidas por herbivoros, falharam em atrair os predadores de topo
(DOLECAL & LONG, 2014).

Devido aos poucos estudos sobre sinalizacao tritréfica em organismos
marinhos, ainda nao foi elucidada a maneira como os predadores de topo
frequentemente usam estas pistas quimicas para encontrar suas presas
(herbivoros), especialmente sob um contexto realista, isto é, no ambiente
natural (DOLECAL & LONG, 2014). Porém, estas interacbes devem ocorrer
nos oceanos através do forrageamento quimiossensorial. Por exemplo,
alguns taxons de macroalgas produzem quimicas defensivas induzidas pela
herbivoria e percebidas pelos predadores (STEINKE et al., 2002). Essas sao
consideradas interacdes indiretas mediadas por mudancas fisioldgicas
(VALBUENA-GONZALO, 2019).

Predadores marinhos comumente se utilizam de pistas quimicas
transmitidas pela agua para encontrar suas presas. Pistas quimicas sao
altamente persistentes e percorrem longas distancias, tornando-as uma
ferramenta particularmente util no forrageamento a distancia (WEISSBURG,
2012). Essas substancias quimicas, que podem ser percebidas em
baixissimas concentracbes, tém um papel importante no ajuste
comportamental ou fisiolégico dos organismos predadores (DOLECAL &
LONG, 2014).

Os nudibranquios sdo conhecidos por suas defesas quimicas obtidas
diretamente de suas dietas alimentares (BEHRENS, 2005; CIMINO &
GUISELIN, 2009). Na literatura existem alguns registros de ocorréncia da
acao de possiveis predadores sobre nudibranquios (e.g. RUDMAN, 2000),
embora muitos desses atagues terminem com a rejeicdo da presa. Essas
rejeicbes sdo indicadores de que a predacdo sobre nudibranquios € um
evento raro (VALDES et al., 2013).
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No entanto, apesar da eficiencia das defesas quimicas, alguns
predadores conseguem ultrapassar essa barreira e alimentam-se dos
nudibranquios (ANKER e IVANOV, 2020). No habitat natural, tentativas de
predacdo de anémonas-do-mar sobre nudibranquios foram observadas em
duas regides distintas, na Malasia (van der MEIJ & REIIJNEN, 2012) e na
California (HAYES & SCHULTZ, 2022). No primeiro caso, o nudibranquio
doridaceo Nembrotha lineolata Bergh, 1905 conseguiu escapar totalmente da
predacdo pelas anémonas, deixando para tras um fino rastro de muco (van
der MEIJ & REIIJNEN, 2012). J&4 na segunda abordagem, o nudibranquio
Peltodoris nobilis (MacFarland, 1905) foi parcialmente digerido pela anémona
Anthopleura artemisia (Pickering in Dana, 1846) (HAYES & SCHULTZ, 2022).

Outros eventos de predacgéo confirmados referem-se aos picnogonidos,
artropodes conhecidos como aranhas-do-mar (ROGERS et al., 2000;
ARANGO & BRODIE, 2003); moluscos gastropodes do género Conus
Linnaeus, 1758 (VALDES et al., 2013); e outras espécies de nudibranquios
doridaceos como o género Gymnodoris W. Stimpson, 1855 (NAKANO &
HIROSE, 2011) e Roboastra Bergh, 1877 (MEGINA & CERVERA, 2003;
BEHRENS, 2005). Também foi confirmada a predacéo in situ do nudibranquio
doridaceo Mexichromis mariei (Crosse, 1872) por uma espécie de caranguejo
da infraordem Brachyura (ANKER & IVANOV, 2020). O nudibranquio
cladobranquio Phestilla sibogae Bergh, 1905 é especialista no consumo de
cnidarios do género Porites Link, 1807. Este nudibranquio & vulneravel a
predacdo por peixes recifais generalistas e caranguejos da infraordem
Brachyura que residem dentro das colonias do coral. A predagédo desses
crustaceos sobre o nudibranquio P. sibogae sugere beneficios indiretos as
colonias de Porites sp. ao remover esses moluscos estabelecidos em seus
tecidos (GOCHFELD & AEBY, 1997).

Caranguejos braquiuros também foram observados,
experimentalmente, consumindo as desovas de nudibranquios. Foram
analisadas a vulnerabilidade das massas de ovos de duas espécies de
nudibranquios em relagdo a trés tipos de comportamentos de caranguejos
generalistas: consumo comprovado, dano encontrado e manipulacdo
observada. Para o nudibranquio cladobranquio Hermissenda crassicornis

(Eschscholtz, 1831) foi confirmada a predagédo e para o nudibranquio
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doridaceo Onchidoris bilamellata (Linnaeus, 1767) foi observada somente a
manipulacdo da massa de ovos (MAYHEW, 2022).

Os crustaceos da infraordem Brachyura sdo artropodes decpodas
conhecidos como “caranguejos verdadeiros”. Possuem cinco pares de
apéndices locomotores, sendo o primeiro deles modificado em forma de garra
(quelas) (BRUSCA, 2018). Eles possuem estruturas sensoriais, chamadas
sensilas, localizadas em vérias partes do corpo, principalmente nas antenas,
bocas e quelas (HALLBERG & SKOG, 2011).

Através das sensilas e outras estruturas sensoriais, 0S caranguejos
utilizam-se da quimiopercepcdo, que € a capacidade dos organismos em
detectar e responder a estimulos quimicos no ambiente (HALLBERG &
SKOG, 2011). De maneira geral, as substancias quimicas presentes na agua
desempenham importantes papéis em varios estagios da vida dos crustaceos
(THIEL & BREITHAUPT, 2011) como, por exemplo, para encontrar seus
parceiros sexuais; mostrar sinais de dominancia; reconhecer coespecificos;
encontrar alimento e abrigo, e perceber ameacas como a presenca de
predadores (HAY, 2011).

Os caranguejos decapodas da infraordem Brachyura sédo considerados
excelentes organismos ‘modelo’ para analisar a relagdo entre a
quimiopercepcao e o forrageamento sob condi¢cbe laboratoriais (ZIMMER-
FAUST, 1989; ZIMMER-FAUST et al., 1995; 1996; HAY, 2011). Uma das
razdes € que estes organismos exibem um comportamento claro de resposta
na busca por alimento (ZIMMER-FAUST, 1989).

Ao longo da costa sudeste do Brasil, o caranguejo Pachygrapsus
transversus (Gibbes, 1850) é provavelmente a espécie de caranguejo
braquitro mais comum nas zonas entremarés de costdes rochosos. Além de
sua abundancia, este crustaceo parece ser uma espécie-chave nessas
regides rochosas devido ao seu habito alimentar onivoro generalista
(FLORES & NEGREIROS-FRANSOZO, 1999; CHRISTOFOLETTI et al.,
2010).

Sob condi¢des laboratoriais, Pachygrapsus transversus apresentou
comportamento alimentar oportunista quando oferecidas macroalgas e
invertebrados separadamente. Quando os dois grupos foram oferecidos

simultaneamente, o0 caranguejo apresentou comportamento seletivo para o
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consumo de animais. Esta estratégia alimentar onivora de P. transversus é
um importante comportamento adaptativo desta espécie e explica sua
presenca em diversos habitats, como costdes rochosos, piers e outras
estruturas artificiais (CHRISTOFOLETTI et al., 2010).

Na poca de maré localizada na saida do Canal de Itajurd, em Cabo
Frio (RJ) o caranguejo P. transversus coocorre com nudibranquios e
esponjas. Acredita-se que P. transversus é um possivel predador do
nudibranquio Cadlina rumia e pode ser influenciado na busca por seu
alimento por sinais quimicos emitidos pela esponja marinha Dysidea etheria,

guando estas sao consumidas pelos nudibranquios.

2.2 OBJETIVO

Avaliar a existéncia de interacdo tritr6fica entre o caranguejo
Pachygrapsus transversus, potencial predador do nudibranquio Cadlina rumia

e sua presa, a esponja Dysidea etheria.

2.2.1 Hipétese

Odores liberados pela esponja Dysidea etheria, quando predada pelo
nudibranquio Cadlina rumia, atuam como pistas quimicas para o caranguejo

Pachygrapsus transversus localizar sua propria presa, o nudibranquio.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AREA DE ESTUDO

O estudo foi desenvolvido em uma poca de maré do Canal de Itajurq,
no municipio de Cabo Frio (22°52’S; 42°01°08”0), no litoral do estado do Rio
de Janeiro, Brasil. O local escolhido apresenta ecossistema de costado
rochoso, colonizado por uma rica fauna de invertebrados bentonicos
(PADULA, 2014). Nos ultimos anos, a maioria dos trabalhos sobre taxonomia,
ecologia, genética e quimica de produtos naturais envolvendo nudibranquios
no estado do Rio de Janeiro, provém de espécies encontradas na grande
regido de Cabo Frio (e.g. DACOSTA et al., 2010; ALVIM & PIMENTA, 2013;
BELMONTE et al., 2015; RAMIREZ et al., 2017).

O Canal de ltajurd (22°53’'1’S; 42°00°1”0) esta localizado na
extremidade leste da Laguna de Araruama, sendo a Unica ligacdo da laguna
com o Oceano Atlantico (Figuras 6 A e B) (LESSA, 1991). A area onde os
organismos foram observados e coletados é uma regido de mesolitoral,
localizada na formacéo rochosa a leste da embocadura do Canal de Itajurd
(Figuras 6 C e D). Nesta regido formam-se pocas de maré, cujo acesso se da
através de uma trilha percorrida a pé, ou pela margem esquerda do canal de
aproximadamente 1 km de distancia. Quando a maré enche, esta area torna-
se batida pela acédo das ondas vindas do oceano e todo o local fica submerso
(Figura 6 E). Durante a maré baixa o local torna-se calmo e propicio para a
realizacdo das observacdes e coletas, pois praticamente todas as rochas
ficam expostas ao ar. Os nudibranquios e as esponjas sdo encontrados
embaixo das rochas (BELMONTE et al., 2015). Os caranguejos também sdo
encontrados proximos as rochas. As observacdes subaquaticas e as coletas
dos organismos foram realizadas durante o periodo da maré baixa (Figura 6
F).
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Figura 6 - Area de estudo no litoral de Cabo Frio.

Legenda: A e B. Imagem de satélite da Laguna de Araruama e do Canal de lItajurd,
respectivamente; C. Localizacdo da area amostrada a leste da embocadura do
Canal de Itajur(; D. Vista da regido entremarés a partir do canal (seta vermelha
indica local de coleta); pocas de maré durante a preia-mar (E) e baixa-mar (F).
Fonte: A, B e C, Google Earth; D, RIBEIRO, S.; E e F, A autora, 2023.



61

3.2 COLETA E MANUTENCAO DOS ORGANISMOS

Individuos do nudibranquio Cadlina rumia, da esponja Dysidea etheria
e do caranguejo Pachygrapsus transversus foram coletados manualmente
usando o auxilio de pincas e facas de mergulho (Figura 7 A). As coletas
ocorreram entre 0os meses de novembro de 2019 até marco de 2020, e,
posteriormente, em dezembro de 2020. Este intervalo de tempo entre os
periodos de coleta foi em razdo da paralizagcdo das atividades devido a
pandemia de Covid-19. Apos as coletas, os organismos foram transportados
vivos e alocados separados em recipientes contendo agua do mar (500 mL).
Em seguida, os espécimes foram conduzidos ao Laboratério de Cultivo de
Organismos Marinhos do Instituto de Estudos do Mar Almirante Paulo Moreira
(IEAPM) para realizacdo dos ensaios de interacao tritréfica. As coletas foram
realizadas com autorizacdo do Sisbio/ICMBio sob o n® 66886-2.

Os organismos utilizados nos experimentos foram acondicionados e
mantidos separados em aquéarios (10 L) de agua do mar com aeracdo
constante (Figura 7 B). A troca de agua dos aquéarios era realizada uma ou
duas vezes por semana. Durante a manutencdo dos organismos a
temperatura da agua variou entre 23 °C e 26 °C e a salinidade mantida em
35.

Para a realizacdo dos experimentos, espécimes da esponja D. etheria
e do caranguejo P. transversus foram coletados, preferencialmente, nas
semanas que precediam os ensaios a fim de se utilizar sempre organismos
potencialmente saudaveis. Os caranguejos foram mantidos em jejum por 48 h
antes do inicio de cada ensaio (metodologia adaptada de WEISSBURG &
ZIMMER-FAUST, 1994).

Foram realizados quatro tipos de ensaios para avaliar a capacidade de
orientacdo do caranguejo P. transversus em relagdo as pistas quimicas
liberadas na agua do mar. Os organismos coletados entre novembro de 2019
e marco de 2020 foram utilizados nos trés primeiros ensaios. Novos
organismos coletados em dezembro de 2020 foram utilizados no quarto

ensaio.
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Figura 7 — Coleta e manutencdo dos organismos.

v,

o

Legenda: A. Coleta manual dos organismos na poca de maré do Canal de Itajur, Cabo Frio;
B. Manutencdo dos organismos em aquarios (10L, tamanho 30Cx20Ax20L cm) no
Laboratorio de Cultivo de Organismos Marinhos — IEAPM.

Fonte: A autora, 2023.

3.3 TESTE PILOTO SOBRE ESCOLHA DO PREDADOR-CARANGUEJO

Previamente aos ensaios de interacdo tritr6fica, o caranguejo P.
transversus foi colocado em contato direto com os nudibranquios para
confirmar a escolha desta espécie como possivel predador de topo dos
gastrépodes. Em um béquer de vidro contendo 100 ml de 4gua do mar foram
colocados individuos adultos (n= 5) recém coletados do caranguejo (2,1 cm *
0,39) e do nudibranquio C. rumia (1,3 cm = 0,44) a fim de confirmar a
interacdo de predador-presa entre as espécies (Figura 8 A). Durante 1 h foi
observado o comportamento predatério do caranguejo. O mesmo teste-piloto
foi realizado utilizando o caranguejo e a esponja D. etheria (n=5) para avaliar

possiveis interagdes (Figura 8 B).

Eigur_a

A \

8 — Teste piloto para verificar interagdo do caranguejo entre nudibranquios e esponjas
- " % — .

8- BV? :

Legenda: Caranguejos (largura média da carapaca de 2,1 cm) em contato direto com
nudibrénquios (A) e esponjas (B).
Fonte: A autora, 2023.
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3.4 ENSAIOS DE INTERACAO TRITROFICA

Os ensaios de interacao tritréfica foram realizados no aquario de vidro
em formato Y, o mesmo utilizado nos ensaios de sinalizacdo quimica do
capitulo 1 (15 cm de comprimento x 5 cm altura x 5 cm largura). O aquério foi
conectado a dois béqueres, cada um contendo quatro litros de agua do mar,
com mangueiras plasticas para passagem do fluxo unidirecional (Figura 9 A).
A velocidade do fluxo foi de 18ml.min®* mantido pela gravidade. Os
caranguejos (n= 10) foram posicionados, um a um, na base do aquario Y,
equidistantes e orientados para ambos os lados (Figura 9 B). Dois tipos de
agua do mar (controle ou tratamento) foram oferecidos simultaneamente aos
caranguejos. Cada ensaio foi conduzido com um Unico espécime e
monitorado por um periodo de 10 minutos (adaptado ZIMMER et al., 1999).
Apés cada teste o0 aquario era esvaziado, lavado sob agua doce corrente e

feito enxdgue com agua destilada.

Figura 9 — Estrutura para a realiza¢do dos ensaios de interagéo tritrofica.

A B
\ J

Legenda: A. Esquema da estrutura com aquério Y conectado a dois estimulos quimicos
diferentes (controle e tratamento, cada um com 4L de 4gua do mar), * representa o
caranguejo posicionado na base do aquario; B. Observagdo do comportamento de
P. transversus em um dos ensaios de interacao tritréfica.

Fonte: A autora, 2023.

Antes do inicio dos ensaios de interacao tritréfica, a agua do mar foi
preparada para ser ofertada aos caranguejos. Para testar a hipotese
proposta, foram realizados diferentes ensaios (1 a 4, ver abaixo). Em cada
ensaio, para a sinalizacdo da agua, os organismos foram acondicionados nos

béqueres, com volume total de quatro litros de agua do mar, e mantidos com
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aeracao constante por um periodo de 1 hora (Figura 10 D) (ZIMMER-FAUST,
1993). Apos este periodo, os organismos foram retirados do recipiente e
somente a agua do mar sinalizada foi imediatamente oferecida aos
caranguejos em ensaios de dupla escolha (controle ou tratamento). Em caso
de oferta do controle, a 4gua do mar foi mantida sob as mesmas condi¢cdes
do tratamento, com excecdo da presenca dos organismos sinalizadores de

odores.

Ensaio 1 — Pista quimica do nudibranquio

O Ensaio 1 foi proposto para verificar se 0s caranguejos seriam
atraidos em direcdo aos odores liberados pelos nudibranquios. Em um dos
lados do aquério em Y foi oferecida agua sinalizada com a presenca do
nudibranquio C. rumia (7-8 individuos) (Figura 10 A), condicdo esta
considerada como tratamento. Do lado oposto foi oferecida dgua do mar sem
sinalizacdo (condicdo controle). Esperava-se que 0s caranguejos fossem
capazes de reconhecer a sua presa, escolhendo o lado da agua sinalizada

com os nudibranquios.

Ensaio 2 — Pista quimica da esponja

No Ensaio 2, o tratamento consistiu na oferta de 4gua sinalizada com
esponjas frescas da espécie D. etheria (4 individuos ~ 2g cada) (Figura 10 B)
e agua do mar sem sinalizacdo (controle). Foi testado o reconhecimento do
caranguejo em relacdo aos odores liberados pelas esponjas sem interferéncia
de um evento de predacéo. A hipotese € que em estado natural as esponjas

nao emitam sinais quimicos que atraiam os predadores de topo.

Ensaio 3 — Pistas quimicas dos nudibranquios vs. esponjas

No Ensaio 3, foram oferecidas duas pistas quimicas simultaneamente:
uma com agua sinalizada pela presenca de nudibranquios (6 individuos) e
outra com esponjas frescas (4-5 individuos ~2g cada), a fim de verificar se o
caranguejo tem capacidade de distingdo entre os dois itens. A hipdtese € que

0 caranguejo possui atracao pelo odor emitido pelos nudibranquios.
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Ensaio 4 — Pistas quimicas do evento de predacao vs. esponjas

No Ensaio 4, foi avaliada a capacidade de reconhecimento do
caranguejo por uma pista quimica indireta emitida pela esponja previamente
predada por nudibranquios (7 individuos) (Figura 10 C). Em um lado do
aguario Y foi ofertada agua sinalizada por nudibranquios predando esponjas
e, do outro lado, a agua do mar sinalizada por esponjas frescas (4 invididuos,
~2g cada). A hipbétese é que o caranguejo se oriente em direcdo ao sinal
quimico emitido pela esponja durante o evento de predacao.

Avaliou-se quais foram as respostas de escolha dos caranguejos em
relacdo aos diferentes tratamentos oferecidos em cada ensaio e o tempo, em
minutos, que 0s caranguejos levaram para realizar sua primeira escolha (T1).
Neste caso, somente a primeira escolha dentro do periodo de 10 minutos foi
computada. A hipétese € que os caranguejos se locomovem em direcdo a
opcao tratamento, levando menos tempo em comparacao a locomocao para a

opcao controle.
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Figura 10 - Tipos de tratamento utilizados nos ensaios de intera¢éo tritrofica.

> »!; o B

Legenda: A. Nudibranquios da espécie Cadlina rumia (individuos com aproximadamente 1,3
cm); B. esponjas frescas da espécie Dysidea etheria; C. esponjas sendo predadas
pelos nudibranquios utilizadas nos ensaios de reconhecimento de pista quimica
indireta; D. dgua do mar ‘tratamento’ e controle, com volume total de 4 L,
sinalizadas pelo periodo de 1h.

Fonte: A autora, 2023.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Para testar as escolhas (tratamento vs. controle), em cada ensaio, foi
utilizado o teste Qui-quadrado. As variaveis testadas foram consideradas
estatisticamente significantes quando p < 0,05.

Em relagdo ao tempo para a escolha (T1), foi utilizado o teste de
Shapiro-Wilk para testar a normalidade, e, diante do resultado de distribuicdo
nao-normal, para detectar diferencas significativas entre as médias de tempo
(considerando p < 0,05), utilizou-se o teste Mann-Whitney.

As andlises estatisticas foram realizadas no software livre Jamovi
(versao para desktop 2.3.21).
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4 RESULTADOS

4.1 TESTE PILOTO SOBRE ESCOLHA DO PREDADOR-CARANGUEJO

Quando colocado em contato direto com os nudibranquios, verificou-se
que o caranguejo P. transversus manipula (Figura 11 A) e é capaz de causar
algum dano ao corpo do nudibranquio C. rumia apOs retirar pequenos
fragmentos do dorso com suas quelas (Figura 11 B). Este comportamento foi
observado nas cinco réplicas testadas (100%), caracterizando a existéncia de
interacao entre estas espécies.

No entanto, quando colocados em contato direto com a esponja D.
etheria, esses crustaceos ndo exibiram comportamento atrativo e/ou
investigativo em nenhuma das cinco réplicas testadas. Portanto, nenhuma
interacdo entre estes dois grupos foi observada.

Apos confirmar a interac@o direta entre individuos de nudibranquios e
caranguejos, 0s ensaios de interacao tritrofica foram iniciados com a espécie

escolhida P. transversus.

Figura 11 — Comportamento do caranguejo em relagéo ao nudibranquio.

Legenda: A. Caranguejo (largura média da carapaca de 2,1 cm) segurando e manipulando o
nudibranquio (cerca de 1,0 cm); B. Detalhes das incisdes no nudibranquio
causadas pelo caranguejo.

Fonte: A autora, 2023.

4.2 ENSAIOS DE INTERACAO TRITROFICA

Em todos os quatro tipos de ensaios foi observado o comportamento
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de escolha dos caranguejos, ndo havendo inatividade entre os individuos
amostrados (Figura 12). Os resultados dos ensaios sao apresentados na

Figura 13.

Figura 12 — Deslocamento de Pachygrapsus transversus em um dos ensaios de interacdo
tritréfica.

Legenda: A. inicio do experimento com caranguejo posicionado na base do aquario Y
(15x5x5 cm - CxAxL); B. evolucéo do deslocamento do caranguejo (seta vermelha);
C. escolha pela opcao ‘tratamento’ (circulo vermelho). Tamanho médio dos
caranguejos foi de 2,1 cm.

Fonte: A autora, 2023.

No Ensaio 1, sobre a capacidade de reconhecimento do odor liberado
pelos nudibranquios, o teste qui-quadrado ndo mostrou resultado
estatisticamente significativo (qui-quadrado: p= 0,206; n= 10) em relacdo a
escolha. Foi observado que 70% dos caranguejos se locomoveram em
direcdo a agua sinalizada com a presenca dos nudibranquios (tratamento)
(Figura 13 A).

No Ensaio 2, foi verificado que os caranguejos ndo reconheceram 0s
odores diretamente liberados pela esponja D. etheria (qui-quadrado: p= 0,527;
n= 10). Neste ensaio, 40% dos caranguejos se locomoveram em direcdo ao
tratamento (Figura 13 B).

No Ensaio 3, foi avaliada a capacidade de diferenciacédo e escolha
entre os odores liberados pelas esponjas e nudibranquios. Uma proporcgao de
70% dos caranguejos foi direcionada a agua sinalizada pelos nudibranquios
(tratamento), essa escolha néo teve significancia estatistica (qui-quadrado: p=
0,206; n= 10; Figura 13 C).

No Ensaio 4, foi avaliada a capacidade do caranguejo em reconhecer
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sua presa-nudibranquio através de pistas quimicas indiretas. Neste caso,
80% dos caranguejos se locomoveram em direcdo a agua sinalizada com
esponjas predadas pelos nudibranquios (tratamento) (Figura 13 D). O valor
marginal do teste do qui-quadrado mostra uma tendéncia de escolha pela
agua sinalizada com a esponja no evento de predacdo (qui-quadrado: p=
0,058; n= 10).

O teste de Mann-Whitney mostrou que 0s tempos que 0s caranguejos
levaram para fazer suas escolhas entre controle ou tratamento, nos quatro
ensaios, foram semelhantes (Figura 14). Os caranguejos levaram, em geral,

entre dois a quatro minutos para realizar a primeira escolha.

Figura 13 — Comportamento de quimiotaxia do caranguejo Pachygrapsus transversus.
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Legenda: Numero de escolhas dos espécimes de P. transversus observado nos ensaios de
fluxo conduzidos em aquéario do tipo Y-maze. A. Ensaio 1 — nudibranquios
(tratamento) x agua do mar (controle); B. Ensaio 2 — esponjas (tratamento) x agua
do mar (controle); C. Ensaio 3 — nudibranquios (tratamento) x esponjas (controle);
D. Ensaio 4 — nudibranquios predando esponjas (tratamento) x esponjas (controle).

Fonte: A autora, 2023.
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Figura 14 - Tempo médio (min) para os individuos de Pachygrapsus transversus realizarem a
escolha nos ensaios de quimiotaxia.
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Legenda: Tempo médio gasto pelo caranguejo P. transversus para realizar sua escolha nos
ensaios de fluxo conduzidos em aquario do tipo Y-maze. 1. Pista quimica do
nudibranquio: nudibranquios (tratamento) x agua do mar (controle); 2. Pista quimica
da esponja: esponjas (tratamento) x dgua do mar (controle); 3. pista quimica do
nudibranquio vs. esponja — nudibrénquios (tratamento) x esponjas (controle); 4.
pista quimica evento predacdo vs. esponja — nudibranquios predando esponjas
(tratamento) x esponjas (controle). As barras correspondem ao erro padrdo. Foram
utilizadas 10 réplicas em cada ensaio.

Fonte: A autora, 2023.

5 DISCUSSAO

5.1 ANALISE METODOLOGICA SOBRE A ESCOLHA DO PREDADOR

Sob condi¢des laboratoriais, a espécie de caranguejo braquiaro P.
transversus interagiu diretamente com o nudibranquio doridaceo C. rumia. O
caranguejo promoveu danos e remocdo de biomassa de pequenos
fragmentos do manto dorsal dos nudibranquios que foram levados até a boca
destes crustaceos. Apesar do nudibranquio C. rumia e o caranguejo P.
transversus coexistirem na regido de poca de maré em Cabo Frio, nao
existem registros especificos na literatura cientifica sobre a interacdo entre
estas duas espécies. A abundancia deste predador na area de ocorréncia dos
nudibranquios e a manipulacdo confirmada em laboratério sugerem que a
espécie P. transversus poderia exercer uma pressao de predacdo sobre o

nudibranquio C. rumia. Adicionalmente, a interacdo presa-predador
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envolvendo nudibranquios e caranguejos braquilros de outras espécies ja foi
relatada em alguns trabalhos (e. g. GOCHFELD & AEBY, 1997; PENNEY,
2004; ANKER & IVANOV, 2020; MAYHEW, 2022).

Penney (2004) avaliou, em laboratério, o consumo de cinco diferentes
predadores generalistas sobre o0 nudibranquio doriddceo Cadlina
luteomarginata e observou que o0s ataques causados por caranguejos
braquidros ao nudibranquio causaram menos mortalidade do que os ataques
advindos dos outros tipos de predadores. Embora os caranguejos tenham
cortado ou perfurado o manto dos nudibranquios com suas quelas, nenhum
nudibranquio morreu apds os ataques (PENNEY, 2004). Mayhew (2022)
observou que caranguejos braquitros também manipulam em laboratério,
com suas quelas, as desovas do nudibranquio doridaceo Onchidoris
bilamellata, embora a predacéo n&o tenha sido confirmada.

No presente estudo, o nudibranquio C. rumia n&o foi totalmente
consumido pelo caranguejo P. transversus, conforme observacfes de estudos
prévios (PENNEY, 2004; MAYHEW, 2022). Porém, as injurias causadas pelo
caranguejo tém um custo para a sobrevivéncia dos nudibranquios e podem
conduzir a um comportamento por parte dos moluscos de interrupcdo de
forrageamento e fuga de predador (BOURDEAU & PADILLA, 2019). Estudos
sobre interacBes mediadas por tracos indiretos, como as cascatas tritéficas,
demonstram que os predadores geralmente exercem efeitos subletais no
comportamento, morfologia ou fisiologia das presas (Abrams 1995; Peacor &
Werner 1997 apud GRAVEM & MORGAN, 2016).

Recentemente, Anker e Ivanov (2020) descreveram a predacéo in situ
de um caranguejo braquiuro da espécie Lambrachaeus ramifer Alcock, 1895
sobre o nudibranquio doridaceo Mexichromis mariei (Crosse, 1872). Foi
observado que o caranguejo segurava firmemente sua presa com uma das
garras engquanto com a outra passava pequenos pedacos do corpo do
nudibranquio até sua boca. Ainda que nao tenha sido observado o consumo
inteiro do individuo, os autores avaliaram que provavelmente o nudibranquio
nao tenha sobrevivido devido ao grau substancial de danos aparentes
(ANKER & IVANOV, 2020). Comportamento semelhante, claro de
manipulacéo (Figura 10 A) e injarias (Figura 10 B), também foi observado no

presente trabalho.
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Embora os nudibranquios apresentem uma ampla variedade de
defesas quimicas (CIMINO & GHISELIN, 2009), os registros de predacéo sao
observados no habitat natural (e.g. ROGERS et al.,, 2000; MEGINA &
CERVERA, 2003; NAKANO & HIROSE, 2011; VALDES et al., 2013; ANKER
& IVANOV, 2020), ainda que algumas espécies de predadores nao logrem
éxito em todas as tentativas (van der MEIJ & REIJNEN, 2012; HAYES &
SCHULTZ, 2021).

A predacéo € uma relacdo ecoldgica interespecifica desarménica onde
a energia é transferida entre dois organismos baseada no comportamento de
captura e morte da presa antes do consumo pelo predador (FATH, 2018). Os
predadores afetam diretamente suas presas quando as consomem,
perseguem ou intimidam, sendo que a maneira mais direta que um predador
pode interagir com sua presa € consumindo-a (HOLLOWELL, 2013). Quando
o predador cria injurias nas presas, ou as consomem parcialmente, é
considerado uma predacdo subletal. Tais injurias ou perda de biomassa
podem influenciar o comportamento, crescimento, reproducdo e a
sobrevivéncia da presa (LINDSAY, 2023). Alguns invetebrados marinhos séo
capazes de regenerar seus tecidos decorrentes de injurias, porém, a
regeneracao pode gerar um custo ao proprio individuo além de impactar suas
populacdes e comunidades (LINDSAY, 2010) .

Bourdeau e Padilla (2019) observaram que o gastropode Nucella
lamellosa (Gmelin, 1791) quando exposto as pistas quimicas emitidas por
caranguejos predadores (como o braquitro Cancer productus Randall, 1840)
e ndo-predadores, apresentaram uma reducdo da massa visceral decorrente
da reducdo da sua atividade de alimentacdo. Ja a presenca do predador
especifico, além de afetar o comportamento do animal, promove o
espessamento da abertura da concha do gastropode, uma resposta
associada diretamente ao valor adaptativo, pois a mudanca morfofisiologica
diminui as chances de sucesso do evento de predacdo (BOURDEAU &
PADILLA, 2019).

Pachygrapsus transversus € provavelmente a espécie de caranguejo
braquitro mais comum ocorrendo em regifes costeiras do sudeste do Brasil
(FLORES & NEGREIROS-FRANSOZO, 1999), apresentando dieta onivora,
ora seletiva ou oportunista (CHRISTOFOLETTI et al., 2010). Embora P.
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transversus seja considerado um predador generalista, € plausivel supor sua
acdo de predacdo sobre C. rumia. Ainda que, no presente estudo, 0s
caranguejos nao mataram e consumiram o nudibranquio inteiramente, seu
contato direto (ou liberacdo de pista quimica, ver capitulo 1) e sua
manipulacdo em laboratorio podem ser considerados uma ameaca predatoria

a vida dos nudibranquios.

5.2 ENSAIOS DE INTERACAO TRITROFICA

Este estudo apresenta o0s resultados dos primeiros ensaios
laboratoriais sobre interagBes tritréficas envolvendo espécies de
nudibranquios, esponjas e caranguejos. Por ndo possuir precedentes e serem
extremamente raros na literatura, os ensaios de interacdo tritréfica com
nudibranquios foram adaptados aos métodos existentes na literatura
aplicados a outros grupos.

Pesquisas sobre interacdes tritr6ficas marinhas frequentemente
avaliam as relacdes entre espécies de macroalgas-herbivoros e estes a
predadores naturais (ABDALA-ROBERTS et al.,, 2019). Um exemplo é a
relacdo tritr6fica observada entre a macroalga Ascophyllum nodosum, o
herbivoro gastrépode Littorina obtusata e o caranguejo braquitro Carcinus
maenas, onde foi confirmado, pela primeira vez, que os odores emitidos pelas
macroalgas previamente consumidas pelos herbivoros podem modificar o
comportamento dos predadores (COLEMAN et al.,, 2007). Também foi
observada, em uma poca de maré, a interacdo tritrofica entre o gastropode
herbivoro Tegula funebralis (A. Adams, 1855) que, na presenca da estrela-do-
mar Leptasterias sp., reduziu sua atividade de herbivoria sobre macroalgas e
levou a sua fuga da poca de maré (GRAVEM & MORGAN, 2016).

De maneira geral, os moluscos heterobranquios, popularmente
conhecidos como lesmas-marinhas, sdo amplamente citados na literatura
como predadores ao invés de presas (MEHROTRA et al, 2019),
principalmente devido ao seu potencial quimico defensivo (CIMINO &
GHISELIN, 2009). Porém, um numero crescente de eventos em que 0S
heterobranquios sdo observados como ‘presas’, vem sendo registrados
(MEHROTRA et al., 2019).
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A relagéo presa-predador envolvendo o consumo da esponja D. etheria
pelo nudibrdnquio doridaceo C. rumia ja era conhecida na literatura
(BELMONTE et al.,, 2015). Neste trabalho, buscou-se compreender como
essa relagdo afeta outros consumidores da teia trofica, mais especificamente,
se pode afetar o comportamento de um dos possiveis predadores do
nudibranquio, o caranguejo P. transversus.

No Ensaio 1, embora 70% dos espécimes de P. transversus tenham
migrado para a sinal quimico emitido pelo o nudibranquio C. rumia, este
resultado ndo foi estatisticamente significativo. Portanto, a hip6tese que P.
transversus iria se locomover em direcdo a agua sinalizada com a presenca
do nudibranquio foi rejeitada. Segundo Coleman et al (2007), a evidéncia de
um dano alimentar recente do gastrOpode L. obtusata sobre a macroalga
parece ser uma pista quimica mais confiavel e, possivelmente, mais
detectavel para o caranguejo C. maenas do que a prépria presa. As pistas
quimicas derivadas de macroalgas ‘lesionadas’ se dispersam por maiores
distancias e sdo mais persistentes na agua do mar, do que pistas quimicas
emitidas pela presa (gastropode). Assim, 0s caranguejos parecem ter sido
selecionados para utilizar este tipo de pista quimica indireta durante o seu
forrageamento (COLEMAN et al. 2007). Comportamento similar pode justificar
os resultados obtidos para a relacdo de P. transversus e C. rumia.

No Ensaio 2, quando oferecida a agua sinalizada pela esponja D.
etheria, o caranguejo P. transversus nao foi capaz de reconhecer o sinal
guimico emitido pela esponja em estado natural. Esse resultado corrobora a
nossa hipdétese de que as esponjas ndo sao o alvo para o consumo do
caranguejo, portanto estas ndo sdo interpretadas como presas. Dessa forma,
o desinteresse por predar a esponja viabiliza a hipotese de interacao tritrofica
entre estes organismos. Seria vantajoso para a esponja (emissor) e
caranguejo (receptor) coevoluirem em uma interacdo benéfica para ambos.
Ao atrair o caranguejo, a esponja reduziria 0S seus proprios riscos de
predagdo, uma vez que o nudibranquio seria o alvo do caranguejo.

No Ensaio 3, mais uma vez, 70% dos espécimes de P. transversus
migraram em direcdo ao sinal quimico de C. rumia. No entanto, esse
resultado nédo teve significancia estatistica, indicando que o caranguejo néo é

capaz de distinguir entre os sinais quimicos do nudibranquio e a esponja D.
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etheria. Os resultados sugerem que 0S caranguejos nao encontram sinais
confiaveis de reconhecimento tanto em relacédo aos nudibranquios quanto em
relacédo as esponjas.

Ja no Ensaio 4, quando se testou a possibilidade de P. transversus
reconhecer sua presa-nudibranquio através de pistas quimicas indiretas
emitidas pela esponja predada, houve uma tendéncia de comportamento de
atracdo do caranguejo, visto que oito dentre dez individuos (Teste Qui-
guadrado p=0.058) se deslocaram em direcdo ao odor emitido pelas esponjas
durante o evento de predacdo. Assim como exposto por Coleman e
colaboradores (2007), presas lesionadas podem sinalizar com maior
confiabilidade e determinar o comportamento de forrageamento dos
predadores. A presenca do caranguejo pode trazer beneficios as esponjas,
diminuindo a pressado de predacdo que os nudibranquios exercem sobre elas.
Um tipo de relacdo semelhante foi descrito com algumas espécies de
caranguejos braquilros sendo atraidos para o coral Porites compressa Dana,
1846 para predar o nudibranquio cladobranquio Phestilla sibogae (que se
alimenta exclusivamente do coral). A presenca dos caranguejos reduz os
niveis de predacdo do nudibranquio sobre os corais P. compressa tanto em
experimentos em laboratério, como no habitat natural (GOCHFELD & AEBY,
1997). A predacdo dos nudibranquios sobre as esponjas poderia ser
interpretada da mesma forma, um sinal confidvel de fonte de alimento para o
caranguejo.

De maneira geral, o tempo médio que o caranguejo braquitro P.
transversus levou para fazer suas escolhas, entre as diferentes pistas
quimicas de nudibranquios e esponjas, variou entre dois e quatro minutos,
dentro do periodo concedido de 10 minutos. Resultados similares foram
observados em relagéo ao tempo de escolha do caranguejo braquitro Cancer
irroratus Say, 1817 em ensaios de forrageamento (ZHOU e REBACH, 1999).
Quando ofertada a pista quimica de individuos vivos do mexilhdo Geukensia
demissa (Dillwyn, 1817), o caranguejo levou, em média, 2,15 a 3,17 minutos
para se locomover em direcdo a fonte emissora do odor em ensaios com 60
minutos de duracdo (ZHOU & REBACH, 1999). Estes resultados atestam que
0S caranguejos braquilros exibem um comportamento claro e decidido em
resposta a busca alimentar (ZIMMER-FAUST, 1989).
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Sabe-se que o0s crustaceos utilizam a quimiopercepcdo durante o
forrageamento (HAY, 2011), porém, a maneira como este comportamento
ocorre parece nao seguir um padrao fixo. Zhou e Rebach (1999) sugerem que
na auséncia de algum odor quimico especifico, 0 comportamento de
orientagdo/navegacao parece ser “mover-se na direcdo contra o fluxo de
agua, investigar se existem odores presentes, e, em seguida, alternar para
um padrédo de busca’. Neste trabalho, os caranguejos apresentaram um
comportamento claro de locomoc¢éo em direcdo aos estimulos apresentados e
nenhuma réplica foi descartada por inatividade. Estes resultados reforcam a
habilidade de quimiopercepc¢ao do caranguejo P. transversus.

Ressalta-se que o teste do qui-quadrado, embora seja uma ferramenta
valiosa para a analise de associagéo entre varidveis categoricas, assim como
qualquer outro teste estatistico, tem limitacées. Dentre elas, sabe-se que o
teste € bastante sensivel ao tamanho da amostra. Com amostras pequenas, 0
teste pode ndo ter poder estatistico suficiente para detectar associacdes
reais. Assim, seria desejavel que o numero de réplicas utilizadas nos ensaios
de tritrofia fosse maior, similar ao proposto no Capitulo 1. No entanto, as
imposicdes geradas pela pandemia de COVID-19, limitaram a execucdo de
ensaios mais robustos.

A quimiopercepcdo do nudibranquio C. rumia em relacdo a presenca
do caranguejo P. transversus (ver Capitulo 1) corrobora a hipGtese de
ameaca de um predador, podendo induzir alteracbes na dinamica de
forrageamento dos nudibranquios e promover um comportamento de evitacédo
com consequéncias fisiologicas, como a reducdo de massa corporea ja
verificada em outros gastropodes (BOURDEAU & PADILLA, 2019). Por outro
lado, a sugestdo do reconhecimento de pistas quimicas indiretas, advindas do
evento de predacdo dos nudibranquios sobre as esponjas, indicam uma
vantagem ao caranguejo para localizar o nudibranquio e a prépria esponja,
gue tem a pressao de predacao diminuida. Considerando que 0s organismos
envolvidos ocorrem em poga de marés e, portanto, podem passar longos
periodos confinados em um pequeno espaco fisico, as alteragbes
comportamentais devido a quimiopercepcao presa-predador certamente séo
de grande importancia na dindmica de populacdes de C. rumia e D. etheria e

nos processos adaptativos e contraadaptativos das espécies envolvidas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho teve como objetivo elucidar interacdes ecoldgicas
envolvendo os nudibranquios, suas presas e seus predadores. Utilizou-se a
espécie de nudibranquio Cadlina rumia como modelo devido ao conhecimento
prévio da sua relagdo trofica com D. etheria (Belmonte et al., 2015), sua
frequéncia regular e abundancia na &area de estudo, além da experiéncia
prévia em manter tais organismos em condi¢fes laboratoriais, que permitiram
a execucao dos diversos ensaios propostos na tese.

Os resultados comprovam a capacidade dos nudibranquios em
reconhecer diferentes tipos de odores transmitidos pela agua do mar, sem a
necessidade de contato direto ou orientacdo visual. Tal habilidade é de
grande importancia em diversos tipos de interacdes ecoldgicas, pois tratam
de animais com baixa acuidade visual que lidam com a percepcdo
quimiosensorial no meio aquético utilizando os rinoforos. Estas estruturas sao
fundamentais na capacidade de orientacdo e habilidade de navegacdo dos
nudibranquios.

Os nudibranquios foram capazes de reconhecer suas presas e seus
coespecificos. Estes comportamentos, mediados por sinalizacdo quimica, no
ambiente natural podem trazer vantagens ecolOgicas. Através do
reconhecimento de sua presa, a esponja D. etheria, o nudibranquio pode
minimizar o tempo de forrageamento. O reconhecimento de coespecificos
favorece o encontro de parceiros sexuais para reproducdo; o encontro de
areas propicias com abundéancia de alimento e para a deposicdo dos ovos; o
assentamento e metamorfose das larvas proximas ou sobre o alimento
preferido, entre outros.

Assim, estes pequenos gastropodes possuem um arsenal de defesas
guimicas conhecidas e habilidades de quimiopercepcdo acuradas, que 0s
permitem interagir com 0s outros organismos de maneira bastante ajustada
no ambiente marinho. Porém, a engrenagem da evolucdo também direciona
as contra-adaptacdes no ambiente. Neste contexto, a busca pela identificagdo
dos predadores naturais e possiveis interacdes multitroficas sdo areas a
serem exploradas nos estudos de ecologia de nudibranquios.

Os resultados aqui apresentados buscaram comprovar a interacao
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entre o predador de topo, Pachygrapsus transversus, provavelmente a
espécie de caranguejo braquilro mais comum e abundante na area de
ocorréncia do nudibranquio C. rumia, alvo deste estudo, e sua presa
especifica, a esponja D. etheria. Embora ndo conclusivos, os resultados
apresentados sinalizam uma possivel interacao tritréfica entre as espécies
citadas, uma vez que o0s sinais quimicos das esponjas sendo predadas pelo
nudibranquio mostraram uma tendéncia a serem reconhecidos pelo
caranguejo.

Conclui-se que Cadlina rumia reconhece diferentes pistas quimicas,
sendo uma importante resposta comportamental para suas interacdes
ecoldgicas no ambiente natural. Diante dos raros registros de predagéo sobre
nudibranquios, os resultados de interacao tritrofica fortemente encorajam que
novos estudos sejam realizados sobre a teméatica a fim de avaliar os possiveis
efeitos no comportamento das espécies de nudibranquios e o entendimento

de suas populacoes.
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