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RESUMO:

Halal, Lamia Marques. Aclimatacao a alta temperatura altera o comportamento
de emersao do caranguejo Neohelice granulata. 2018. 66 paginas.

Dissertacao de Mestrado. Programa, de Pés-Graduagéo em Ciéncias

Fisiologicas. Universidade Federal do Rio Grande- FURG.

Ambientes costeiros apresentam flutuagdes térmicas diarias e sazonais. Tendo
em vista que a temperatura influencia diversos processos fisiolégicos, os
animais devem evitar situagdes de estresse térmico. A temperatura dos
animais heterotérmicos oscila de acordo com as alteragbes térmicas
ambientais, e esses animais precisam evitar que sua temperatura corpoérea
chegue a faixa de temperaturas criticas, prejudicando seus processos
homeostaticos. Contudo, para avaliar o limite térmico de um animal, é
necessario levar em consideracdo sua histéria térmica, bem como a
temperatura que ele foi aclimatado/aclimatizado, pois os limites térmicos
podem variar de um individuo para outro dentro da mesma espécie. Muitos
animais evadem de ambientes onde vivenciam estresse térmico, deslocando-
se em direcao a ambientes onde a temperatura é favoravel para a manutencao
da homeostasia. Diante do exposto, o intuito inicial desse trabalho foi avaliar se
o comportamento de emerséo e a temperatura de aclimatagao sdo capazes de
aumentar a tolerdncia e a resisténcia ao aumento de temperatura de
caranguejos semiterrestres, como Neohelice granulata. Além disso, verificamos
se 0 aumento da temperatura e o processo de aclimatagao térmica alteram o
comportamento de emersdao desse animal. Para tanto, estimamos a
temperatura letal para 50% da populagdo (TLsp) de N. granulata através de
curvas de mortalidade. Animais aclimatados a 20°C e 30°C foram submetidos a
altas temperaturas totalmente submersos ou com a possibilidade de emersao,
onde a temperatura do ar estava préxima, ou bem mais baixa do que a
temperatura da agua. A mortalidade foi verificada a cada 2 horas por 96 horas.
Monitoramos a movimentagao de N. granulata aclimatados a 20°C e 30°C em 3
zonas (aérea, intermediaria e aquatica). A aclimatagdo a uma temperatura mais
alta aumentou a tolerancia e resisténcia de N. granulata e o comportamento de
emersao permitiu que esses caranguejos sobrevivessem a temperaturas mais
altas. A aclimatagdo a alta temperatura concomitante a possibilidade de
emergir aumentou ainda mais a tolerancia e resisténcia desses caranguejos ao
estresse térmico. Quando N. granulata aclimatados a 20°C tiveram a
possibilidade de emergir da agua com temperatura mais elevada, eles
permaneceram por mais tempo no ambiente aéreo independente se a
temperatura estava mais baixa ou proxima a temperatura da agua, e
permaneceram por um longo periodo na zona aérea e evitaram o contato com
a agua. Todos os animais aclimatados a 30°C permaneceram
predominantemente no ambiente aéreo. No entanto, os animais do controle



30°C e os animais submetidos a agua a 35°C com a possibilidade de emergir
para o ar quente transitaram mais entre a agua e a zona aérea, permanecendo
menos tempo na zona aérea quente a cada emersdo do que 0s animais que
poderiam emergir para 0 ambiente aéreo fresco. Concluimos assim, que a
aclimatacao térmica e o comportamento de emersdo foram capazes de
aumentar a tolerancia dos animais para altas temperaturas e que o
comportamento de emersao € alterado pela alta temperatura.

Palavras-chave: Crustaceo; Limite térmico; Termotolerancia;
Termorregulagao; Exposi¢ao Aérea

ABSTRACT:



Coastal environments present daily and seasonal thermal fluctuations.
Considering that the temperature influences several physiological processes,
animals necessity avoid situations of thermal stress. The temperature of the
heterothermal animals oscillates according to the thermal environmental
changes, and these animals need to avoid that their body temperature reaches
the temperature range critical, damaging their homeostatic processes.
However, in order to evaluate the thermal limit of an animal, it is necessary to
take into account its thermal history, as well as the temperature that was
acclimated/acclimatized, since the thermal limits can vary from one individual to
another within the same species. Many animals escape from environments
where they experience thermal stress and move towards environments where
the temperature is favorable for the maintenance of homeostasis. In view of the
above, the initial purpose of this work was to evaluate if the emergence
behavior and the acclimation temperature are capable of increasing the
tolerance and the resistance to temperature increase of semiterrestrial crabs,
such as Neohelice granulata. In addition, we verify whether if the temperature
increase and the thermal acclimation process alter the emersion behavior of this
animal. We estimated the lethal temperature for 50% of the population (LTsp)of
N. granulata through mortality curves. Animals acclimated at 20°C and 30°C
were subjected totally submerged to high temperatures or with the possibility of
emersion, where the air temperature was near or much lower than the water.
The mortality was verified every 2 hours per 96 hours. We monitor the
movement of N. granulata acclimated at 20°C and 30°C in 3 environments
(aerial, intermediate and aquatic). Acclimation at high temperature at a higher
temperature increased the tolerance and resistance of N. granulata and the
emergence behavior allowed these crabs to survive higher temperatures.
Acclimation comcominate with the possibility of emergence further increased
the tolerance and resistance of these crabs to thermal stress. When N.
granulata acclimated at 20°C had the possibility of emerge from the water with
higher temperature, they remained longer time in the aerial environment
independent of air temperature avoiding contact with water. All animals
acclimated at 30°C remained predominantly in the aerial environment. However,
control animals 30°C and animals submitted to water at 35°C with the possibility
of emerging into hot air transited more between the water and the aerial zone,
remaining less time at each emersion in the hot air environment than the
animals that could emerge into the fresh air environment. We conclude that
thermal acclimation and emergence behavior were able to increase the
tolerance of the animals to high temperatures and that high temperature modif
emergende behavior.

Keywords: Crustacean; Thermal limit; Thermotolerance; Thermoregulation; Air
Exposure

1. Introducgao Geral:



1.1. Mudancgas climaticas:

Estudos apontam que a temperatura da Terra esta aumentando devido a
intensificagdo das mudancgas climaticas (VijayaVenkataRaman et al., 2012),
que apesar de serem proéprias do sistema climatico terrestre, sdo influenciadas
pela acdo antropica. Estima-se que a interferéncia humana comegou a ser mais
relevante a partir do século XIX, apds a revolugéo industrial, onde a utilizagao
de combustiveis fésseis aumentou consideravelmente e a emissao de gases
causadores do efeito estufa (gas carbdnico, metano, 6xido nitroso e compostos

de clorofluorcarbono) aumentou na mesma proporgao (Bettiol, 2017).

O efeito estufa € um mecanismo natural do planeta para manutencgao da
temperatura da superficie terrestre, onde uma parcela da radiagdo solar
refletida pela Terra ¢é absorvida por gases presentes na atmosfera,
consequentemente, evitando a perda de calor do planeta (figura 1). Esse
processo € extremamente importante, pois, na sua auséncia calcula-se que a
temperatura média do planeta seria 33°C menor que a atual (Conti, 2011),
impossibilitando a vida, como conhecemos hoje. O que vem sendo visto como
um problema € o agravamento desse processo, ocasionado pelo aumento de
emissao de gases estufa que altera a composigédo da atmosfera, aumentando a
tendéncia em absorver a radiagao infravermelha, acarretando na intensificacéao
do efeito estufa natural, o que acarreta no fendmeno conhecido como
aquecimento global, causado principalmente pela agdo do homem no meio
ambiente. Além da emissao de gases estufa, outras atividades antrépicas como
desmatamento e queimadas podem agravar esse problema climatico (Alcantra
etal., 2012).



Figural. A energia do sol atravessa a atmosfera e aquece a Terra (1). Parte
dessa energia é refletida (2) e grande parte dessa energia é retida pelos gases
de efeito estufa (3).

De acordo com o Painel Intergovernamental sobre Mudancas Climaticas
(IPCC), desde 1750 a concentracdo dos gases de efeito estufa aumentou na
atmosfera consideravelmente, levando a elevacdo de 0,6°C a 2,0°C na
temperatura média do ar na superficie do planeta somente no século XX. Além
disso, estimativas do IPCC indicam que ocorrera um aumento da ordem de
1,4°C (otimista) a 5,8°C (pessimista) nas médias térmicas globais para o
periodo de 1990 a 2100 (Alcantra et al., 2012). Quanto as temperaturas
maxima e minima, Easterling e colaboradores (1997) afirmam que ha uma
tendéncia de aumentar em 0,88 e 1,86°C, respectivamente, até o final deste
século, além deste fato, estudos apontam que houve um consideravel aumento
nas temperaturas maxima (0,141°C dec™) e minima (0,204°C dec™") entre o ano
de 1979 e 2004 (Vose et al., 2005). A regido sul do nosso pais também
experimenta esta realidade, onde foi identificado aumento de mais de 0,7°C,

com mudangas principalmente nas minimas (Mendonga, 2006).



1.2. Populagdes Estuarinas:

Estuarios sdo corpos de agua conectados ao mar, quando a maré esta
alta, a agua do mar penetra no canal do estuario, misturando-se com a agua
doce e na mareé baixa a agua do mar recua pelo mesmo canal. Portanto, esses
ambientes sdo considerados ecossistemas de transicdo entre rio e oceano.
Dessa forma, a agua do mar é diluida pela agua doce (Cameron e Pritchard,
1963 apud Valle-Levinson, 2010; Bokuniewicz, 1995), através de um gradiente
horizontal de salinidade, onde geralmente a salinidade é inversamente
proporcional a proximidade da costa (Valle-Levinson, 2010), e influenciada pela
vazao fluvial, ondas, marés e também pelo vento, resultando em um ambiente

com agua salobra.

A atividade das populacbes que compde diversos estuarios €
normalmente programada ciclicamente (anual, sazonal, lunar, diaria € mareal).
Os ciclos de fatores ambientais como a intensidade da radiagdo solar, o
comprimento do dia, a maré, a salinidade e a temperatura normalmente
influenciam no comportamento dos animais das populacdes que vivem ou
utilizam os estuarios, pois seus ciclos de vida sao geralmente associados ao

ciclo desses fatores ambientais (Kennish 1986).

Estima-se que os estuarios, como os demais ambientes costeiros, sao
os mais afetados pelas mudangas climaticas (Muehe e Neves, 2009; Pinto-
Coelho e Havens, 2016). Esses ambientes estdo suscetiveis tanto a mudancgas
no continente, como no oceano. Dentre os principais efeitos que atingem os
ambientes costeiros estdo o aumento do nivel do mar, as alteragbes no clima
de ventos e ondas que atuam de forma sinérgica, ampliando os impactos sobre
esse ambiente (Santos, 2012). Os animais que vivem em ambientes estuarinos
sdo considerados por viverem préximo aos seus limites térmicos (Foster,
1969).

Como comentado anteriormente, os estuarios sdo ambientes suscetiveis
a constantes variagbes na temperatura e os organismos que ali habitam devem
estar preparados a enfrentar essas situagbes e empregar estratégias para

sobreviver nesse ambiente. Em condicdes mais estressantes nesses



ambientes estdo os animais que habitam a zona entre marés, que podem
sofrer mudancas abruptas de temperatura, devido a oscilagdo da maré que
pode induzir oscilacdo de periodos de exposicdo aérea com periodos
submersos (Vernberg e Vernberg, 2012). Esses ambientes sofrem rapidas
mudancgas biogeograficas (Barry et al., 1995), portanto € importante entender
como as especies que habitam esse ambiente serdo afetadas com as

mudancgas climaticas.

1.2. Lagoa dos Patos:

A Lagoa dos Patos, localizada no Rio Grande do Sul é a maior lagoa
costeira do mundo, com 201.626 km? (kjerfve 1986), e pode ser dividida em 5
habitats: Rio Guaiba, Saco de Tapes, Lagoa do Casamento, Corpo Central
Lagunar e o Estuario que perfaz aproximadamente 10% (97 1km?) dessa laguna
(Asmus 1997) (figura 2).

Figura 2. Lagoa dos Patos e suas principais unidades bioldgicas: 1. Rio Guaiba;
2.Lagoa do Casamento; 3. Corpo Central Lagunar; 4. Saco de Tapes e 5. Estuario.
Fonte: Google Maps.

O estuario da Lagoa dos Patos é constituido principalmente por dois
ambientes: as baias costeiras e rasas que abrangem cerca de 80% do estuario,
e por um corpo de agua central e profundo (Bonilha e Asmus, 1994). Um dos
muitos microhabitats localizados nas baias costeiras que compde esse estuario

s30 as marismas que perfazem uma area 70 km?, fracionada em 24 unidades



entre as cidades de Rio Grande e Sao José do Norte (figura 3) (Costa e Davy,
1992).
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Figura 3: Localizacdo da Lagoa dos Patos. Areas escuras apontam a localizacéo
das 24 unidades de marismas no estuario. Fonte: Marangoni e Costa (2009).

Frequentemente ocorrem mudangas na temperatura e na salinidade do
estuario da Lagoa dos Patos, que sao determinadas principalmente pela
temperatura do ar, pelo regime de chuvas e pela agéo dos ventos (Vilas Boas,
1990). De fato, a temperatura variou de 16 a 24°C na primavera de 2004 e de
21 a 29°C no verao de 2005 (Fujita e Odebrecht, 2007). Além disso, em 19
anos de pesquisa (de 1993 a 2012), observou-se que as temperaturas médias
aumentam de 13°C no inverno para 25°C no verao, chegando a muitas vezes a
30°C (Haraguchi et al., 2015) evidenciando a oscilagdo na estrutura termal

desse estuario.

A regiao das marismas da Lagoa dos Patos abriga diversas espécies de
animais. A principal espécie animal que vive nesse ambiente € o caranguejo
Neohelice granulata, que ¢é normalmente acompanhado pelo anfipodo

Orchestia platensis, e pelos poliquetas Laeonereis acuta e Hetermatus similis e
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eventualmente pelo caranguejo Uca uruguayensis (Capitoli et al., 1978). O
caranguejo N. granulata possui uma grande importancia ecologica nesse
ambiente, pois esse animal participa da manutengdo dos ciclos
biogeoquimicos, através da bioturbagdo e dos habitos alimentares exercendo
uma grande influéncia na composi¢cao da biomassa do seu habitat. Além de ser
uma espécie chave na cadeia alimentar do ecossistema onde esta inserido
(Fanjul et al., 2011; Alberti et al.,2015), N. granulata também desempenha um
papel importante na estrutura da meiofauna como um todo, sua presenca
influencia a disponibilidade de poliquetas as aves demonstrando como a
atividade desse caranguejo pode acarretar numa maior heterogeneidade nesse

ambiente (Escapa et al., 2004; Rosa e Bemvenuti, 2005).

1.4. Impacto das mudancas climaticas nos seres vivos:

Alguns animais, como aves e mamiferos, sdo capazes de manter a
temperatura corporal numa faixa de constancia independente da temperatura
ambiental e sao classificados como termorreguladores (Bennett e Ruben,
1979). Um dos principais fatores para isso € que esses animais possuem uma
alta taxa metabdlica e sao capazes de manter sua temperatura elevada pela
produgao interna de calor, sendo denominados também de endotérmicos. A
temperatura corpdrea dos outros grupos de animais, como 0s crustaceos, varia
de acordo com a temperatura do ambiente em que vivem, sendo classificados
como termoconformadores. Esses animais possuem uma baixa taxa
metabdlica, portanto precisam de fontes externas de calor, como a radiagao
solar, para aquecer o corpo e dessa forma sdao chamados de ectotérmicos

(Lagerspetz e Vainio, 2006).

Por outro lado, os animais também podem ser classificados com base
na estabilidade da temperatura corpérea. Nesse sentido, aves e mamiferos sao
denominados homeotérmicos, tendo em vista que esses animais mantém a
temperatura corporea numa faixa de constancia. Em contrapartida, os outros
grupos de animais apresentam variagdes térmicas corporais de acordo com as
oscilagbes térmicas do ambiente em que estdo inseridos. Dessa forma, os
termos: endotérmico e ectotérmico sdo empregados em relagdo aos

mecanismos fisioldgicos que estabelecem a temperatura corpdérea. Sob outra

10



perspectiva os termos: homeotérmico e heterotérmicos fazem mencédo a
capacidade que o animal tem ou ndo de manter a temperatura em uma faixa de
constancia. Essa inaptiddo de manter a temperatura corpérea numa faixa de
constancia os torna mais suscetiveis a sofrer maiores impactos das mudancgas
climaticas (Deutsch et al., 2008; Costa ef al., 2012).

Sabe-se que um dos fatores abidticos muito importante para a
manutengdo da homeostasia € a temperatura (Huey,1982) e que os
organismos sao termodinamicamente suscetiveis a troca de energia com o
meio em que estdo inseridos. Diversas pesquisas comprovam que o0s
ecossistemas sao influenciados pelo clima (Easterling et al.,2000), essa
realidade pode ser comprovada pela alteracdo da composicdo de muitas
comunidades (Wuethrich, 2000). Tem-se documentado a interferéncia das
alteragdes climaticas nas comunidades marinhas e intermareais contendo tanto
espécies de vertebrados (Planque e Frédou,1999; O'brien et al. 2000) como de
invertebrados (Newell,1973; Southward et al.,1995).

As mudancas climaticas podem influenciar na densidade populacional de
diversas espécies (Martin, 1998), por exemplo, o sexo de muitas tartarugas é
determinado pela temperatura maxima que o embrido foi submetido
(Jasen,1994), portanto, extremos de temperatura podem acarretar em
problemas para reprodugao desses individuos. As alteragdes no clima também
podem intervir na maneira como as populag¢des se distribuem geograficamente
(Parmesan et al., 1999), no fendtipo (Silbiger e Munguia,2008) e no
comportamento desses animais (Lagerspetz e Vainio, 2006). Em suma, os
organismos evoluiram dentro de uma faixa de temperatura, e s6 sdo capazes
de sobreviver dentro dela, pois a temperatura pode interferir nos processos
fisiolégicos, dificultando a manutengao da homeostasia (Portner, 2002).

Os limites térmicos dos animais sdo determinados pela associacédo de
caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas e bioquimicas, como a suscetibilidade
de enzimas e outras proteinas (Somero, 2004), pois a temperatura intervém na
velocidade que as reagdes bioquimicas ocorrem, além de canalizar energia
para preservar a homeostasia, (Liu, 2013), na tentativa de evitar danos ao
organismo. O limite térmico critico (TC) foi definido como sendo o ponto térmico
em que ocorre a desorganizagéo da atividade locomotora e o individuo torna-se

incapaz de escapar de situagcdes que irao leva-lo a morte, na natureza, essa
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temperatura é letal (Cowles e Bogert 1944). Dentro dessa faixa de temperatura
estdo as temperaturas criticas minimas (TCmnin) € maximas (TCmax). Essas
temperaturas marcam o limite entre as zonas de resisténcia e as zonas letais
(Jobling, 1981) chegando a temperatura letal resultante (TLsp), que é a
temperatura que mata 50% da populagdo (Huner, et al.,1998). A faixa de
temperatura que os animais desempenham suas fun¢des eficientemente,
mantendo a homeostasia, pode ser considerada (Espina e Vanegas, 2005)
como sua preferéncia térmica.

Levando em consideragcdo que a temperatura do ambiente € capaz de
influenciar em diversos processos fisioldgicos, como o crescimento, a
reproducdo e a sobrevivéncia, foi necessario que muitos animais, mesmo
sendo ectotérmicos, desenvolvessem algumas estratégias para alterar em
algum grau a temperatura corporea. Essas estratégias podem ser morfolégicas,
fisioloégicas, ou comportamentais, e podem ocorrer concomitantemente com
intuito de deixar a temperatura corpérea em uma faixa de preferéncia térmica
ou ao menos dentro dos limites de temperatura criticas (Cumillaf et al.,2016).
Nesse sentido, embora o termo termorregulagcao se refira a manutengao da
temperatura através dos processos fisiologicos, e levando em consideragéo a
importancia dessas estratégias para sobrevivéncia desses animais, nessa
dissertagcdo a capacidade dos ectotémicos de controlar em algum grau sua
temperatura sera denominada “termorregulacdo”. Assim sendo, a
“termorregulacdo” € um meio eficaz e rapido para lidar com a heterogeneidade
do ambiente térmico e seus efeitos sdo facilmente reversiveis (Angilletta et
al.,2002). De fato, o comportamento como estratégia de “termorregulagdo” vem
chamando atengdo da comunidade cientifica (Gvozdik, 2011; Sinervo, 2010;
Buckley,2007), uma vez que, este € um recurso importante que os animais

podem empregar quando estdo em situagdes de estresse térmico.
1.4.1 Aclimatagao Térmica:

Muitos animais s&o capazes de ajustar estruturas celulares e
moleculares quando submetidos em uma condicdo ambiental estressante

(dentro de certos limites de mudangas ambientais) na tentativa de manterem as
suas capacidades de desempenho fisiolégico e comportamental proxima da
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ideal. Dessa forma até conseguem tolerar situagdo ainda mais estressantes
que antes ndo conseguiam, isto €, conseguem ampliar sua faixa de tolerancia.
Esse ajuste é denominado aclimatagcdo ou aclimatizagdo (Prosser, 1991), ou
também plasticidade fenotipica. Aclimatacao se refere aos ajustes que ocorrem
num animal quando submetidos a mudangas ambientais controladas dentro de
um laboratoério. Nesse caso o pesquisador conhece e controla a intensidade e
taxa dessas mudancgas. Aclimatizagao se refere aos ajustes que ocorrem num
animal quando submetido a mudangas ambientais na propria natureza. Nesse
caso o pesquisador ndo controla e nem tem conhecimento de todos os tipos,
intensidades e taxas de alteragdes que o ambiente sofreu. O processo de
aclimatacao/aclimatizacdo vem chamando atencao de diversos pesquisadores,
pois essa habilidade permite que os animais se estabelecam com sucesso em
um ambiente (Angilleta 2009), mesmo que este apresente variagdes de fatores

que antes se imaginava acima da sua capacidade de tolerancia.

Um bom exemplo a ser citado, € a aclimatacdo térmica, que pode
modificar a tolerancia térmica de muitos ectotémicos (Hopkin et al., 2006). O
desempenho de um individuo em resposta a hipertermia, pode variar de acordo
com a temperatura que o animal foi aclimatado. A aclimatacao térmica muitas
vezes envolve alteragdo na expressao de aloenzimas e mudancas de
membranas ou do ambiente celular, que podem ser reversiveis ou nao
(Somero et al., 1996). Portanto, quando os animais sofrem aclimatacao
térmica, respondem melhor ao estresse térmico, do que os animais que nao
foram aclimatados (Seebacher et al., 2015). Dessa forma, a resposta de
muitos animais frente a um estresse termal é influenciada por inumeros fatores,
como a histéria térmica de um individuo e a temperatura em que foi aclimatado
(Berger 2010), assim sendo, a temperatura preferencial dos animais pode ser

alterada por essas variaveis (Crawshaw et al., 1992).

Ainda nesse sentido, observou-se que a aclimatagdo a temperaturas
mais elevadas, aumentou a TC\ s de caranguejos das espécies Cancer
pagurus e Carcinus maenas (Cusculecu e Hyde 1998). Outro exemplo a ser
citado é do camaréao branco, Litopenaeus vannamei, que aumenta a tolerancia
térmica em 5,7°C quando a temperatura de aclimatacdo aumenta de 20 para
32°C (Gonzales et al., 2010). Ainda nesse sentido, quando o caranguejo
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Hemigrapsus crenulatus foi aclimatado a 24°C aumentou significativamente a
TCmax €m relagdo aos animais aclimatados a 12, 16 e 20°C (Cumillaf et al,
2016). Diante do exposto, pode-se esperar que a temperatura de aclimatagéo,
além de aumentar a tolerancia a altas temperaturas, pode alterar a capacidade

dos animais semiterrestres em modular seu comportamento de emerséo.

1.4.2. Termorregulagao comportamental:

Muitos animais que vivem em ambientes termicamente heterogéneos,
sao capazes de regular, em algum grau, sua temperatura através do
comportamento, rastreando areas termicamente confortaveis e se esquivando
daquelas que ndo sao (Reynolds e Casterlin1979). Essa estratégia,
frequentemente é a primeira linha de defesa contra temperaturas extremas
(Woods et al.,, 2015). A observagcdo do comportamento como forma de
controlar de alguma forma a temperatura nos ectotémicos pode ajudar a
compreender mais sobre as respostas fisiolégicas e as relagdes ecoldgicas
entre esses animais (Blouin-Demers e Weatherhead, 2001; Angilleta ef al.,
2010). Nessa dissertacdo iremos nos referir a esse artificio como
“termorregulagcdo comportamental”. Nesse contexto, muitas espécies de peixes
migram para outros ambientes com o intuito de deixar a temperatura corporea
na faixa da ideal para manutencdo dos seus processos fisiologicos (Rozin, e
Mayer, 1961; Crawshaw, e Hammel, 1971; Bryan et al, 1990; Baird e
kruger,2003; Pépino e Magnan ,2015).

Essa estratégia de evadir de ambientes em que a temperatura esta na
faixa subd6tima também é utilizada por muitos grupos de crustaceos, onde a
diferenga de poucos graus determina escape ou a ocupacdo de ambiente
(Lagerspetz e Vanio 2006), e pode ser modulado pela temperatura que o
animal foi aclimatado (Kivivuori,1994). No ambiente intermareal existem
diversos microclimas com condi¢cbes abidticas diferentes, de modo que se
encontra diversas condi¢des térmicas pouco distantes uma da outra. Portanto,
animais que vivem nesses ecossistemas séo ideais para se avaliar o impacto

das mudangas climaticas (Somero, 2002).
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Nesse sentido animais semiterrestres, que habitam zonas intertidais,
podem utilizar o comportamento de emersdo como uma forma de evitar
ambientes estressores. De fato, foi observado que o caranguejo Carcinus
maenas, em estresse térmico, migrou espontaneamente para o ambiente aéreo
com intuito de arrefecer sua temperatura corpérea (Taylor e Wheatly 1979).
Thurman (1998) verificou que caranguejos de 5 espécies simpatricas do género
Uca sao capazes de resfriar o corpo, chegando a uma temperatura abaixo da
temperatura ambiental através da evaporagao de agua armazenada na camara

branquial.

Diante do exposto, a idealizacdo de que o comportamento de emersao
atua como uma estratégia de controlar a temperatura é fortalecida. Essa ideia
corrobora com a teoria de que, durante a evolugdo, os caranguejos
semiterrestres e terrestres, invadiram o ambiente aéreo com a intengdo de
migrar para um microhabitat onde a temperatura era mais amena (Bliss 1968,
Thurman,1998).

1.5 O caranguejo Neohelice granulata:

O caranguejo Neohelice granulata (figura 4) anteriormente
chamado Chamagnatus granulata (Spivak, 2010), pertence a familia Varunidae
(Decapoda, Crustacea) e vivem em marismas de estuarios, a partir do litoral do
Rio de Janeiro, no Brasil até o Golfo de San Martin, na Argentina (Boschi,
1994). Sao animais semiterrestres, que habitam tocas de profundidades
variadas (Halperin et al., 2000), sendo considerados importantes bioturbadores.
As alteragdes no sedimento feitas por esse caranguejo aumentam os niveis de
oxigénio e a drenagem do solo (Martinetto et al., 2016). Esse caranguejo
executa um papel determinante nas comunidades do seu ambiente, devido ao
seu comportamento, sua abundancia e sua ampla distribuicdo (Botto, e
Iribarne,1999), além disso, a sua dieta onivora/detritivora torna-os importante

para a ciclagem de nutrientes nas marismas.
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Figura 4. Neohelice granulata.

Durante a evolugdo, os animais desenvolveram respostas adaptativas
aos diferentes ambientes, essas podem ser funcionais, estruturais,
comportamentais ou uma combinagdo de todas (Diaz e Rodriguez 1977). A
invasdo do ambiente aéreo por caranguejos semiterrestres exige uma seérie de
adaptagdes. Muitos caranguejos anfibios, como o N. granulata, sédo capazes de
armazenar agua em sua camara branquial quando migram para o ambiente
terrestre. A agua é expelida pela abertura exalante, corre ao longo da
carapaga, e volta reoxigenada para camara branquial através da abertura de
Milne-Edwards (Santos et al., 1987) (figura 5), possibilitando trocas gasosas

com a agua presente camara branquial quando estdo no ambiente aéreo.

Figura 5. Visado antero-lateral do caranguejo Neohelice granulata indicando o
processo de recirculagdo da agua através das setas. a. abertura exalante, b. sulco
dorsal; ¢. sulco ventral; d. sulco central; e. ptrigostoma, f. abertura Milne-Edward’s ;

g. terceiro maxilipode (Santos et al., 1987).
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Além disso, essas espécies de caranguejos sao classificadas também
como bimodais, pois possuem a capacidade de fazer respiracdo aquatica e
respiracado aérea. Eles possuem branquias reduzidas e mais espessas para
que nao colabem no ambiente aéreo (Halperin et al., 2000). Esses 6rgaos séo
responsaveis pela respiragao aquatica, pela excrecdao de amodnia e CO,, pela
osmorregulacdo e pelo equilibrio acido-basico (Cameron, 1981). Outra
adaptacdo presente nessa espécie e em muitos outros caranguejos
semiterrestres € a existéncia de uma superficie respiratéria alternativa, uma
estrutura  extrabranquial denominada  branquiosteguito, ou pulméo
branquiostegal, localizada no epitélio da cédmara branquial, que permite a
obtenc&o de oxigénio do ambiente aéreo e auxilia no consumo de O, (Diaz e
Rodriguez, 1977). Portanto, essa estrutura, concomitante a recirculagao de

agua permite que esses caranguejos fagcam excursdes ao ambiente aéreo.

Quando N. granulata migra para o ambiente aéreo, ele imediatamente
recircula a agua pela carapaga, porém essa estratégia para captacéo de O, é
mantida por no maximo 5 h (Santos et al., 1987). O caranguejo N. granulata é
capaz de sobreviver até 17 horas de emersao forgcada, e o tempo letal para
50% da populagdo ocorre em 39,4 horas nessa situagao (Schmitt e Santos,
1993). Entretanto, em condigcbes normais (normodxia, 20°C) esse animal
permanece em média apenas 3,9 £ 2,2 min cada vez que vai para o ambiente
aéreo. Por outro lado, em condigdes de hipoxia severa, N. granulata se
mantem por mais tempo no ambiente aéreo, permanecendo em média 13,9 +
3,9 min (Lima et al., 2015). Esse episdédio corrobora com a ideia de que o
comportamento de emersdo € um recurso que esses animais podem usar para

evitar condigbes estressoras no ambiente aquatico.

Embora o comportamento de emersdo seja uma boa estratégia, que
pode ser empregada por caranguejos semiterrestres para evitar situacoes
estressoras na agua, como hipoxia e estresse térmico, por exemplo, esses
animais nao estdo fisiologicamente aptos a passar longos periodos no
ambiente aéreo. A exposicao aérea pode acarretar no acumulo de CO; na
hemolinfa, levando a um quadro de acidose, além de que os animais ndo sao
capazes de eliminar aménia no ambiente aéreo (Wood and Randall, 1981;

Luquet et al., 1998). Esses fatos devem impulsionar que os animais migrem
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para o ambiente aquatico, para eliminar o CO, e aménia armazenados. Outro
problema que os animais enfrentam quando estdo no ambiente terrestre, é a
suscetibilidade a predacgéo e a perda de agua para o meio (Luppi, 2013). Esses

fatores devem limitar o tempo que os caranguejos permanecem fora d’agua.

Diante do exposto, sabendo que o caranguejo Neohelice granulata, € um
animal extremamente significante no ecossistema estuarino, devido a sua
importancia ecologica nessa regido, e que esse animal estd exposto a
flutuagbes de temperatura no ambiente em que vive e levando consideragéo
que esse animal possui diversas caracteristicas, anatdbmicas e fisiologicas,
semelhantes a outros caranguejos semiterrestres estuarinos, como a
capacidade de aclimatar-se a diversas situacbes. Essa dissertacao visou
avaliar a importancia do comportamento de emersdo de N. granulata em
situagdo de estresse térmico e o efeito da aclimatagdo térmica sobre esse

processo.
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2. Objetivos:

2.1. Objetivo geral:

Verificar se 0 aumento da temperatura altera o comportamento de

emersao do caranguejo Neohelice granulata.

2.2 Objetivos especificos:
- Verificar se a tolerancia e resisténcia a altas temperaturas sdo aumentadas
pelo comportamento de emersao e pela aclimatagao térmica;

- Verificar se a frequéncia e duracdo do comportamento de emersdao do
caranguejo N. granulata sao alteradas em fun¢gdo do aumento da temperatura e

da temperatura de aclimatagéo;
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Abstract:

Temperature can cause many deleterious effects on organisms. We evaluated
how the emergence behavior of the semiterrestre crab Neohelice granulata is
important for these animals under thermal stress. For this, we evaluated the
TLso by means of mortality curves, in animals acclimated at 20°C and 30°C with
and without possibility of emersion for fresh or hot air. In addition, we observed
the behavior of acclimated crabs at 20°C and 30°C, which had the possibility to
emerge in an environment where the temperature could be much lower, or near
the water temperature, for the period of 3600 seconds. There was 100%
mortality at 35°C in submerged animals, acclimated at 20°C and 37°C in
submerged animals, acclimated at 30°C. In this way, the acclimation
temperature was able to increase the upper thermal limit. When animals
acclimated at 20°C were able to emerge, the temperature that killed 100% of
the animals increased to 38°C. Also in this sense, the synergistic effect of the
acclimation temperature, with the possibility of leaving the hot water, further
increased the resistance of these animals to thermal stress, under these
conditions 100% mortality occurred at 39°C. In the analysis of behavior, we
observed that unlike what occurs under normal conditions, when the crab is
subjected to thermal stress conditions, prefers to spend more time in the aerial
environment, independent of the temperature of acclimation and of the air. In
this situation, it makes small incursions to the aquatic environment, staying
longer time in the aerial environment, to cool their body temperature. Animals
acclimated at 20°C placed to water at 35°C remained aerial zone, independent
of the temperature the air was in. Animals acclimated at 30°C maintained in
30°C (control) and those placed in the water at 35°C with the possibility of
emerging into the hot air transited more between the water and the aerial zone,
and transited more between the aquatic zone and the aerial zone than animals
that were found in the water 35°C with the possibility of emerging in a fresh air
environment. Thus, acclimation and emergence behavior made the crabs more
tolerant of thermal stress, and when these resources were employed at the
same time, the animals became even more tolerant to this environmental
situation.

Key words: Crustacean; Thermal limit; Thermotolerance; Thermoregulation; Air
Exposure
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1. Introduction:

An important concern of the scientific community has been with the
increase of the temperature of the planet due climate changes intensification
[1]. Body temperature is one of the echophysiological variables that most affects
the physiological activities in ectotherms [2]. Its thermal limits are determined by
the association of morphological, physiological and biochemical characteristics,
such as the sensitivity of enzymes and other proteins [3]. Therefore, elevated
temperatures may cause deleterious effects on various physiological processes,
including growth, reproduction and survival of these animals [4]. Thus, during
the evolutionary process, it was necessary for the animals to develop molecular,

physiological or behavioral responses to support temperature fluctuations [5].

The organisms that live in thermally heterogeneous environments are
able to regulate, to some degree, its temperature through behavior, tracking
thermally comfortable areas and dodging those that are not [6]. This strategy is
often the first line of defense against extreme temperatures [7]. The intertidal
zones present several microclimates with different abiotic conditions, so that
several thermal conditions are found with a little distance from each other [8].
This fact reflects the thermal adaptation and evolution in the phenotypic
plasticity of the individuals that live in this ecosystem [9]. Semiterrestrial
animals, such as crabs, that inhabit these environments can leave the water
and migrate to the air environment in order to cool their body temperature. For
example, when the crab Carcinus maenas under thermal stress migrated
spontaneously to cool air environment, it served to lower its body temperature
[10]. Also in this sense, studies have confirmed that crabs of 5 sympatric
species of the genus Uca are able to cool the body, reaching a temperature
below ambient temperature by evaporating water stored in the branchial
chamber [11].

Although the emergence behavior is a great resource that animals can
use, the period in which such animals are expected to remain in the air
environment is limited. When they are out of water, crabs are more exposed to

predation and dehydration [12]. Another fact that limits the period of emersion,
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is that these animals are not able to eliminate CO, and ammonia efficiently in
the aerial environment [13;14], which should lead the crabs back into the water.

Thermal response involves expression of allozymes, membrane changes
which may be reversible or not [15]. Many animals suffer less intensely to a
temperature change when they have the opportunity to acclimate to this
environmental variable [16]. Therefore, the performance of an individual in
response to hyperthermia may vary according to their thermal history and the
temperature at which they were acclimated [17]. So, the preferred temperature,
thermal limits and the emergence behavior of the animals can be altered by
acclimation [18]. In this sense, studies demonstrate that acclimation increased
the maximum critical temperature of two species of crabs (Cancer pagurus and
Carcinus maenas) [19]. However, few studies have been done, to verify
whether the temperature, at which the animal was acclimated, will influence the

emergence behavior.

The semiterrestrial crab Neohelice granulata belongs to the family
Varunidae (Decapoda, Crustacea), inhabits several depths in the marshes of
estuaries and salt marshes, from the coast of Rio de Janeiro in Brazil to the Gulf
of San Martin in Argentina (Boschi, 1994). This crab is exposed to daily and
seasonal temperature variations and this animal may remain for some time in
the air, recirculating water from the gill chamber on the carapace. They are also
capable of capturing O, from the air environment through the branquiosteguite
[14; 20]. Research has shown that this crab increases its frequency of exposure

to air and the time spent in the air when exposed to severe hypoxia [21].

The objective of this study was initially to investigate whether the semi-
terrestrial estuarine crabs, such as Neohelice granulata, use emersion behavior
as a resource to avoid thermal stress and thus increasing its tolerance and
resistance against high temperatures. After this, we investigated if this behavior
is modulated by exposition to high temperature and by the process of thermal

acclimation.
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2. Methodology

2.1 Animal maintenance:

Male adult crabs were collected manually, all year long in the salt
marshes of the Laguna dos Patos estuary, in Rio Grande (Rio Grande do Sul -
Brazil). These animals were kept, for at least 10 days, in tanks with free access
to the air, at the Biological Sciences Institute of the Federal University of Rio
Grande (FURG) under constant conditions: 20°C, 20%o,12L:12D photoperiod
and were fed ad libitum with ground beef 3 times in the week up to 24 hours
before the experiment. After this period, the crabs were immersed in a 10 litres
aquarium, with constant aeration, for at least a week before the beginning of the
experiments, in which the animals were divided into 2 groups, one group was
maintained at the same initial water temperature (20°C) and the other was kept
at 30°C. The temperature was controlled by thermostat (Fullgauge,
Acquaterm/08-TIC-17).

2.2. Tolerance and resistance test to high temperatures:

To estimate the lethal temperature for 50% of the population (LTsp) and
the resistance of the animals, we used groups of 10 crabs acclimated at 20°C
and groups of 10 crabs acclimated at 30°C.Some groups, from both
acclimation, were kept submerged in aquariums without access to air
throughout the experimental period. The animals from these groups were kept
submerged in aquariums with 10 liters of water, constantly aerated. The animals
acclimated at 20°C were submitted to different water temperatures, the control
was kept at 20°C, and the experimental groups were tested at 33°C; 34°C;
35°C and 36°C. The animals acclimated at 30°C were submitted to 30°C
(control) and experimental groups were tested at 34°C; 35°C; 36°C and 37°C.
Each group of animals was submitted to a single temperature. The experiments
were in triplicate, mortality and temperature were monitored every 2 hours for
96 hours ( Table 1).

The others groups of animals were placed in aquariums divided into 2
environments: aquatic and aerial. Crabs were able to move freely between

these environments and access either the aerial environment where the
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temperature was either near to water temperature (hot air) or the temperature
close to 26 + 2°C (fresh air). Groups of animals previously acclimated at 20°C
were exposed to water at 35°C, 37°C and 38°C. The animals acclimated at
30°C were placed in aquariums where the water temperature was at 35°C,
39°C and 40°C. All experiments were done in triplicate and each group was
submitted to a single experimental condition until the end of the 96 hour

experiment, and mortality and temperature were monitored every 2 h (Table 1).

Acclimation temperature | Submerged Free exhibited
Fresh air Hot air

20°C 33°C 37°C 35°C

34°C

35°C 38°C

36°C
30°C 34°C 39°C 35°C

35°C

36°C 40°C

37°C

Table 1: Water temperature that animals acclimated at 20 ° C and 30 ° C were

submitted for the tolerance test and resistance for 96 hours.

2.3. Behavior of emersion in response to high temperatures:

For behavior analysis, 3 groups were used with 5 crabs acclimated at
20°C and other 3 groups with 5 crabs acclimated at 30°C, each group was
submitted to only one experimental condition. The animals were recorded
(SONY SSC-G118) for 3600 seconds and the animals were monitored in three
zones: water (animal completely submerged); intermediate (when the carapace
was in contact with both environments) and aerial (animal completely emerged).
The control group of the acclimated animals at 20°C were submitted to water
20°C with to the aerial zone at 20°C, while the control group of the acclimated
animals at 30°C were submitted to water 30°C with access to the air at 30

2°C. Groups of animals acclimated at 20°C and groups of animals acclimated at
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30°C were submitted also to water at 35°C with access to fresh air (20 £ 3°C)
and to the hot air environment (35+ 2°C). The water was constantly aerated and

the experiments were done in triplicate.

The total time the animals stayed in each environment was quantified by
SMART® version 3.0 software. The videos were analyzed to determine the
period the crabs remained out of the water at each emersion and the number of
emersions. We calculated the frequency of locomotion of the crabs by
evaluating how long they kept moving in the aerial environment for 30 seconds

every 10 minutes totaling 90 seconds of observation for this estimate.
2.4. Statistical analysis:

The results obtained in the tolerance and resistance experiment were
adjusted in a non-linear regression using the program GraphPad Prism 5.00,
and the survival curves of acclimated animals at 20°C and 30°C were
differentiated by two-way analysis of variance. The results obtained in the
behavior experiments were treated by one-way analysis of variance, followed by

the Dunns post hoc test (a = 0.05).

3. Results:

3.1. Tolerance and resistance to thermal stress:

There was no mortality of the animals acclimated at 20°C and
submerged at 33°C, demonstrating that the animals tolerate this temperature.
There was only 23.3 + 2.8% mortality in animals submersed at 34°C after 96h of
experiment. The animals submerged at 35 and 36°C presented 100% mortality
in 58 and 12 h, respectively. The LTs, estimate was 34.3°C (Cl-33.2-35.4)
(Fig.1). The possibility of leaving the water increased the thermotolerance of
these crab. When those animals were placed in 35°C with the possibility of
emerging in a hot air the mortality rate dropped to 70 + 9.5%. The aeral
temperature also influenced the tolerance of the animals at high temperature.
When the air remained at temperature much lower than the water, the animals

were able to tolerate when they were placed in the water at 37°C. When we
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increased the temperature of the water to 38°C, the animals stopped tolerating
and resisted for a short time, thus, there was 100% mortality in this

experimental condition (Fig. 2A).

There was no mortality of the animals acclimated at 30°C and
submerged at 34°C, however in the submerged animals at 35°C, 36°C e 37°C,
mortality was 36.6 £ 4.6%, 66.6 + 4.8% and 100%, respectively. The LTs
estimate was 35.45 (Cl-35.26-35.74) (Fig. 1). Mortality curves from crabs
acclimated at 20 and 30°C were significantly (p<0.05) different demonstrating
that acclimation at 30°C increases the thermotolerance of N. granulata at high
temperatures. These animals are capable to tolerate without mortality when
placed in water at 35°C with the possibility of exiting into the hot air. The
thermotolerance increases considerably when the air temperature is much
lower than the water temperature. There was no mortality when the animals
were placed in the water at 37°C and 39°C with the possibility of emerging in
the fresh air. However, when they were placed in the water at 40°C with the
possibility of emersion into fresh air, the animals lost the ability to tolerate

thermal stress, and 100% of the animals died in this experimental condition.
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Fig. 1 Upper thermal limit of N. granulata, acclimated at 20°C (® - R?>= 0.9529) and at 30°C
(O- R?*=0.9213).
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Fig. 2 Mortality of N. granulata, acclimated at 20°C (A) and 30°C (B), exposed to high
temperature in submerged groups or with the possibility of emersion in hot or fresh air.
Animals acclimated at 20°C: submerged at 35°C (®); submitted to water 35°C with the
possibility of emerging into the hot air (35 + 3°C) (<), submitted to water 37°C with the

possibility of emerging into fresh air (26 + 2°C) (A). Animals acclimated at 30°C: submerged at
35°C (#); submitted to 35°C water, with the possibility of emerge in to hot air (35 = 3°C) ();
submitted to water 37°C with the possibility of emerging in fresh air (26£2°C) (A).

3.2 Emmersion behavior in response to high temperatures:

3.2.1. Animals acclimated at 20°C:

By observing the behavioral profile of the acclimated crabs at 20°C, we
verified that the animals in the control group remained longer time in the water
(2471.5 = 205.6 s) than in the intermediate zone (212.7 £ 28.0 s) and in the
aerial zone (915.7 + 210.9 s) (p<0.05). There was no significant difference
(p>0.05) between the time the crabs were in the aerial and intermediate zone.
The period that the animals placed in the water at 35°C with hot air remained in
the water (1334 + 39.9 s) was significantly (p<0.05) lower than in the
intermediate zone (1129.1 + 221.7 s). The period that the animals remained in
the aerial zone (2337.3 + 239.7 s) was significantly higher (p<0.05) than the
period that the crabs remained in the other two zones. Crabs placed in the
water at 35°C with the possibility of emerging into fresh air remained
significantly (p <0.05) longer time in the aerial zone (2468.9 £ 223.0 s) than in
the aquatic zone (142.5 + 40.4 s) and in the intermediate zone (988.5 + 196.1s).
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There was no significant difference (p> 0.05) in the period they passed in these
areas (Fig. 3A).

The animals submitted to water at 35°C remained significantly (p<0.05)
more time in the aereal environment at each emersion than the control animals.
The temperature of the air, fresh or hot, did not cause significant difference (p>
0.05) (Fig.3B) in time of each emersion. Control animals exited to the air
significantly (p<0.05) more than the animals that were placed in water at 35°C,

regardless of the air temperature (Fig.3C).

3.2.2 Animals acclimated at 30°C:

Control animals acclimated at 30°C remained significantly (p<0.05)
longer time in the aerial zone (2613.3 £ 193.1 s) than in the aquatic zone (682.0
+ 176.5 s) and intermediate zone (247.5 + 64.3 s). There was no difference in
the time that the animals remained in these last two environments (p>0.05). The
animals placed in the water at 35°C with hot air remained significantly (p<0.05)
more time in the aerial zone (2807.5 + 174.6 s) than in the aquatic zone (446.2
+ 126.3 s) and in the intermediate zone (13466.1 + 143.2 s). There was no
difference in the time that the animals remained in these last two environments
(p>0.05). The animals placed in the water at 35°C with the possibility of
emerging into the fresh air remained significantly (p<0.05) more time in the air
environment (3094.3 + 189.7 s) than in the aquatic zone (58.0 £ 28.1 s) and in
the intermediate zone (451.4 + 176.4 s). There was no significant difference
(p>0.05) in the period that the animals remained in these last two zones. The
period that animals placed in water at 35°C with the possibility of emerging in
the hot or fresh air environment, remained in the aerial zone did not differ
significantly (p>0.05) in the time of use of each environment (Fig. 4A) among
themselves and neither of the control. Control animals and animals placed in
35°C water with the possibility of emerging in the hot air environment move
significantly (p<0.05) more to water than animals subjected to water at 35°C
with the possibility of migrating to fresh air (Fig.4B). The animals placed in water
at 35°C with the possibility of emersion in the fresh air environment remained

significantly (p <0.05) well longer in the aerial zone at each emersion than the
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control animals and than the animals subjected to water at 35°C with the

possibility of emerging into the hot air environment (Fig. 4C).
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Fig 3. Emersion behavior profile of N. granulata, acclimated at 20°C, exposed to different
temperatures. Total time in each environment (A), number of emersion (B) and permanence
time in air at each emersion (C), during 3600 seconds of experiment. Data are represented by
means = standard error. Different letters represent significant difference (p <0.05) between the
groups. The white columns represent control, the columns with diagonal lines represent
animals subjected to water at 35°C and hot air, black columns represent animals subjected to
water at 35°C and fresh air.

31



4000+ 101
Hl Water
[ Intermediary 5 8-
z 30009 = Air <
: = ot
£ 2000- 5
= Y
5] )
=  1000- £
W 2
0 T
so
<°\“’
&

C 2500-
. b
('
= 2000
e
S 1500-
=
©
° 1000+
o
[«}]
£ 500 a
=
0-
K¢ - &
P & o
o o &
0&‘ Oc) 0&‘
® P o

Fig 4. Emersion behavior profile of N. granulata, acclimated at 30°C, exposed to different
temperatures. Total time in each environment (A), number of emersion (B) and permanence
time in air at each emersion (C), during 3600 seconds of experiment. Data are represented by
means * standard error. Different letters represent significant difference (p<0.05) between the
groups. The white columns represent control, the columns with diagonal lines represent
animals subjected to water at 35°C and hot air, black columns represent animals subjected to
water at 35°C and fresh air.
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3.2.3 Comparison between animals acclimated at 20°C and 30°C:

When we compared the results of acclimated crabs at 20°C and 30°C,
we observed that the animals acclimated at 20°C of the control group remained
significantly (p<0.05) less time in the aerial environment than the animals of the
other groups. There was no significant difference (p>0.05) in the period
between the animals of the control group 30°C and the animals submitted to
water 35°C, of both acclimations, with the possibility of emerging into the hot air
remained in the air environment (Fig 5). The animals in the control group 30°C
and the animals acclimated at 30°C and submitted to water at 35°C with the
possibility of emerging into the hot air did not differ significantly (p> 0.05) from

control 20°C animals in the number of water exit (Fig. 6A).

The animals in the control group 20°C remained significantly (p <0.05)
less time at each incursion into the air environment than animals acclimated at
20°C submitted to 35°C in the water, with the possibility of emergeing into the
hot air and than the animals acclimated at 30°C. The animals acclimated at
20°C submitted to water at 35°C with the possibility of emerging into the hot air,
remained significantly (p<0.05) longer time than each emersion than the control
20°C animals, than the control 30°C animals and than the animals acclimated at
30°C submitted to water at 35°C with the possibility of emerging into the hot air.
There was no significant difference (p>0.05) in the period that the animals
acclimated at 30°C remained in the air environment at each emersion (Fig 6B).

We observed that the frequency of control crabs 20°C walked in the air
environment was significantly (p<0.05) larger than the crabs of the other
experimental groups. Animals of the controlt 30°C walked significantly (p<0.05)
more time in the air environment than animals subjected to water at 35°C, with
the possibility of emersion in the hot air environment, independent of the
acclimation temperature (fig 7).
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Fig 5. Total time that N. granulata, acclimated at 20°C and 30°C, remained in the air for 3600
seconds of experiment. Data are represented by means + standard error. Different letters
represent significant difference (p<0.05) between groups. The columns with diagonal stripes
represent animals acclimated at 20°C and the black columns represent animals acclimated at
30°C.
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Fig 6. Number of emersions of N. granulata, acclimated at 20°C and 30°C (A), and the period
that the crabs remained in the air environment at each emersion (B). Data are represented by
mean = standard error. Different letters represent difference between groups (p <0.05).
Columns with diagonal stripes represent the animals acclimated at 20°C and black columns
represent animals acclimated at 30°C.
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Fig. 7 Frequency of locomotion of N. granulata in the air when exposed to high temperatures.
Data are represented by mean + standard error. Different letters represent significant difference
(p <0.05) between the groups. Columns with diagonal stripes represent acclimated animals at
20°C and black columns represent animals acclimated at 30°C.

4. Discussion:

In this work, we observed a homogeneous response of the N. granulata
crab, acclimated at 20°C, to the increase of temperature. In a small thermal
amplitude, from 34°C to 35°C, animals lose their ability to tolerate and already
present 100% mortality, demonstrating that temperature is an important and
extremely selective environmental factor for this species. Similar result was
found in previous studies with N. granulate [22]. The temperature of the water in
the environment where they live in the estuary of Lagoa do Patos is extremely
variable. It oscillates usually from 16 to 29°C in spring summer months, but at
some times the temperature of the water may exceed 30°C [23;24]. Our results
corroborate the idea that the animals that live in the intertidal zone usually live
close to their thermotolerance limits [25;26]. This situation is extremely worrying
for this biota. As heat waves are increasingly frequent and more lasting in last
years [27], these animals could be more susceptible to these temperature
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variations. On the other hand, the ability to acclimatize to the different abiotic
conditions can make them more resilient. In this sense they may be settle in
habitats where they have to face extreme environmental conditions. Thermal
acclimation increasing the thermal limits of many ectotherms [28] usually
involves alteration of membrane fluidity, allozyme expression, increased HSP70
expression, altered cuticle structure and increased vascularization [2;29]. In
fact, when acclimatizing N. granulata at 30°C, we observed that LTsg increased
significantly (Fig. 1). Several studies have shown that thermal acclimation has
also increased the tolerance and resistance to thermal stress of some species

of crabs, crayfish, shrimp, fish, among others ectothermic [30;31;32;33;34].

Another feature used by many animals which makes them more resilient
to thermal stress is behavioral thermoregulation. Animals evade environments
that offer thermal stress, migrating to microhabitats with less unpleasant
temperatures. The crab N. granulata is a semiterrestrial crab and is therefore
able to spend periods in the aerial environment and can use this resource for a
limited period, to evade environments that cause some discomfort. Although N.
granulata is able to move to the aerial environment, this crab is not completely
adapted to stay out of the aquatic environment for a long period [20;35]. After
some time in the air, O, uptake becomes less efficient. In addition, the excretion
of nitrogen products occurs only in water [14] (Luquet et al., 1998). Besides
that, another problem that crabs face in the terrestrial environment is that they

are more vulnerable to predation and cannibalism [36;12].

Currently there are few studies that analyze how the behavior of
emersion can be in fact important to increase the thermosensitivity to high
temperatures in the animals which live in the intertidal zone. In our study we
observed that the possibility of emerging into the hot air, leads to a small
increase in the tolerance of N. granulata when acclimated at 20°C. However,
when the crab was able to migrate into fresh air, there was a greater increase in
their tolerance (fig 2A). Certainly, in the fresh air environment, the loss of body
heat is more efficient than in a hot air environment, allowing the maintenance of
the physiological processes. The emersion should make the animals more

resistant because while the crab is in the aerial environment it evaporates water
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through the carapace, cooling the body temperature, as has been shown in

previous studies [11;37].

In our results, we obtained 100% mortality when the animals acclimated
at 20°C were kept submerged at 35°C. However, when the animals were
acclimated at 30°C the mortality rate dropped to 23.3% at 35°C (Fig. 1). In
addition, animals acclimated at 30°C are able to tolerate, without mortality,
when subjected to 39°C with the possibility of emerging into fresh air and
tolerating, without mortality, when they can emerge from the water at 35°C into
hot air. Thus, we can consider that the synergistic effect of behavioral
thermoregulation and acclimatization at a higher temperature (30°C) further

increase the tolerance and resistance of these crabs to face heat waves.

When animals are subjected to such a high temperature that reaches the
critical thermal limits, they probably lose the ability to control their movements,
and consequently are unable to avoid situations that will lead them to death
[38]. In our study, there was 100% mortality, in animals acclimated at 20°C, only
in groups of crabs that could emerge into the fresh air when they were placed in
water at 38°C. In animals acclimated at 30°C, this situation occurred only in
water at 40°C. These temperatures were probably sufficiently high to reach the
critical thermal limit of the animals. Thus, the animals lost their ability to control

their movements and were unable to get out of the water.

When the crabs were exposed to water and air at 20°C, they had a
behavior of frequently move between the aquatic and aerial environment, but
remained considerably longer time in the aquatic environment. This behavior
was also observed for this species in a previous study [21]. When animals
acclimated at 20°C were exposed to water where the temperature was highest
(35°C), the crabs remained longer in the air independent of air temperature (Fig.
3A). Thus, as these animals stayed longer in the aerial zone, these animals

emerged less frequently than the control animals (3B and C).

This pattern of behavior is different from the behavior adopted by
Procambarus clarkii [39] that also uses emersion as a form of thermoregulation.
These animals increase the number of aerial incursions with increasing

temperature. Although the emergence behavior of crayfish has a different profile
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of the behavior of N. granulata, it is presumably that this crab uses this behavior
with the same goal, as P. clarkii, to cool the body temperature through the water
evaporation. Several fish living in the intertidal zone apparently also use this
strategy of leaving aquatic environment to cool the body temperature. They are
capable of making small incursions into the aerial environment when the
temperature increase [40;41]

In behavioral experiments with animals acclimated at 30°C, we observed
that these animals remained predominantly in the aerial environment (Fig 4A).
However, when the air temperature was closer to that of the water, the crabs
moved more between water and air in relation to the animals exposed to water
35°C and fresh air (fig. 4B; 4C). Probably, the animals that were in the fresh air
took advantage of the aerial environment to cooler more efficiently its body
temperature than crabs exposed to hot air. Crabs with higher metabolism
produce more metabolites, which are more easily excreted in water [20;42], so
the animals had to go to the aquatic area more often. This response is similar to
that seen in the crab Hemigrapsus nudus, where the acclimation to high
temperature increased the tolerance of these animals, but did not increase the
temperature range capable of causing crabs to escape at high temperatures
[43].

The acclimation temperature can also modulate behavioral
thermoregulation. When the Kryptolebias marmoratus fish and the Astacus
astacus crayfish were acclimated to a higher temperature, they responded with
the emersion behavior to a more intense thermal stress than the animals that
were acclimated to a lower temperature [44; 45]. Our objective was to verify
how N. granulata responds to an acute thermal stress. In this way, both animals
previously acclimated at 20°C and to 30°C were under intense thermal stress,
and both groups exposed higher water temperature (35°C) resulted in the

complete emergence of the crabs.

Previous studies have shown that the acclimation temperature changes
the thermal limits, and even the thermal preference of several animals [6]. In our
results, however, we observed that when N. granulata acclimated at 30°C was
able to leave the water, which was at the same temperature at which it was

acclimated, it remained longer time in the aerial than in the aquatic zone (fig 4A
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and 5), demonstrating that this temperature is not ideal for maintenance of

homeostasis.

All animals acclimated at 20°C died when kept submerged at 35°C, and
there was also mortality when the animals, with the possibility of migrating into
the hot air, were submitted to water at 35°C. This result indicate that this crab is
not able to tolerate this situation. Thus, despite the possible evaporation of
water and the difficulty of releasing CO, and ammonia in the air environment,
the animals avoid to the maximum the incursions to the aquatic zone,
independent of the temperature of the air. Animals acclimated at 30°C and
maintained at all time submerged at 35°C have a low mortality rate, and there
was no mortality of crabs, with the possibility of migrating to air, exposed to this
water temperature, regardless of air temperature. Therefore, although the air
environment was preferred, when the animals had access to hot air, they stayed
less time in the air zone at each emersion, and migrated more often to the
aquatic zone, supposedly to avoid dehydration, to collect more water to store in
the branchial chamber and release their excreta. Then, we can conclude that
when the animals are under thermal stress, they increase the number of exits of
the water increasing the time of permanence in the air environment, but they do
not avoid the aquatic environment. However, when the animals are in a more
intense thermal stress, the animals remain standing in the air, at each emersion
and avoiding contact with water (fig 6A; fig. 6B).When the crabs are in a heat
stress situation, and migrate to the air environment they stand in that
environment. Possibly, these animals adopt this behavior to delay dehydration
and to avoid that the already high metabolism increases, and in this way they
can delay the need to return to the water, being able to stay longer in the air
environment (Fig.7).

Previous studies have shown that N. granulata uses emersion behavior
to evade other stressor conditions in water. In hypoxia, this crab took advantage
of the possibility of leaving this stressful environment, migrating to the air zone.
The crab increased the average time they stayed in the air environment at each
emersion [21]. However, the average time that this crab stayed at each
emergency on thermal stress was substantially higher than in hypoxia situation.

This fact corroborates with the idea that crabs evaded the aquatic environment
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to cool body temperature [11;46] . In this way, the emergence behavior is an

important resource for the crabs to survive with the increase in temperature.
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4. Discussao geral:

A temperatura do planeta esta aumentando, e as ondas de calor estédo
mais frequentes e duradouras. As zonas costeiras também estdo inseridas
nesse cenario global, sendo um dos ecossistemas mais ameacados pelas
mudangas climaticas (IPCC 2001). A zona intermareal, € caracterizada por
apresentar variagdes abruptas de muitas variaveis abidticas, como a
temperatura. Nesse ambiente, os animais estao sujeitos a exposi¢cao a estresse
térmico durante a maré baixa (Denny e Wethey, 2001). J&4 € bem conhecido
que a temperatura € capaz de influenciar em varios processos fisioldgicos
(Newell e Branch, 1980) e por esta razdo, é interessante compreender como as
mudancas climaticas vao afetar esse ambiente e até que ponto o aumento de

temperatura ira interferir nas relagdes ecolégicas dessa regiao.

O caranguejo Neohelice granulata habita a zona intermareal das regides
costeiras do Oceano Atlantico, desde o sudeste brasileiro até a Patagbnia na
Argentina (Spivak, 2010). Devido a sua ampla distribuicdo, animais sao
capazes de viver em regides de clima tropical e subtropical, sendo assim os
limites térmicos desse animal podem ser bem distantes. Nesse trabalho,
observamos uma resposta homogénea desses caranguejos, aclimatados a
20°C, ao aumento de temperatura, pois 0os animais perdem a capacidade de
tolerar e ha mortalidade numa pequena amplitude térmica, demonstrando que a
temperatura € um fator ambiental importante e extremamente seletivo para
esses animais. Esse resultado é semelhante ao encontrado em estudos
anteriores em N. granulata (Miranda et al., 1994). A temperatura da agua, no
ambiente onde eles vivem no estuario da Lagoa do Patos €& extremamente
variavel, oscilando entre de 16 a 24°C na primavera de 2004 e entre 21 e 29°C
no verdao de 2005 e em alguns momentos do ano, a temperatura pode
ultrapassar 30°C (D'Incao et al.,1992; Fujita e Odebrecht, 2007), portanto,

nossos resultados corroboram com a ideia de que os animais que habitam a
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zona intertidal, vivem perto dos limites de termotolerancia (Southward, 1958;
Foster, 1969).

A medida que as caracteristicas ambientais sdo alteradas, como por
exemplo, a temperatura, como consequéncia das mudangas climaticas, os
animais respondem a essa variagdo com base nas suas caracteristicas
fisiolégicas e comportamentais (Somero, 2012). No entanto, a resposta ao
aumento de temperatura nao ¢é estatica, e pode ser alterada quando se leva em

consideragao a historia térmica de cada animal.

A capacidade de aclimatar-se as diferentes condigbes abidticas
enfrentadas pelos animais pode torna-los mais resilientes, para que se
estabelecam em habitats onde precisam enfrentar condigdes ambientais
extremas. De fato, quando aclimatamos N. granulata a 30°C, observamos que
a TLsp aumentou significativamente (fig 1). Nossos resultados vao ao encontro
da ideia de que a aclimatacido térmica pode aumentar os limites térmicos de
muitos ectotérmicos (Hopkin et al, 2006). Ainda nesse sentido, diversos
estudos demostram que, assim como no nosso trabalho, a aclimatacéo térmica
aumentou a tolerancia e a resisténcia de outras espécies de caranguejos, siris,
lagostins, camardes, peixes, dentre outros ectotérmicos, a estresse térmico
(Tagatz,1969; Claussen,1977; Beitinger e Bennett, 2000; Stilman e Somero,
2002; Gonzalez, 2010).

Outro recurso empregado por muitos animais além da aclimatagao, e
que os torna mais resilientes ao estresse térmico € a “termorregulacao
comportamental”. Animais evadem de am ientes que oferecem estresse
térmico, migrando para microhabitats com temperaturas menos desagradavel.
O caranguejo N. granulata é um caranguejo semiterrestre, e portanto é capaz
de passar periodos no ambiente terrestre e pode se utilizar desse recurso, por
um periodo limitado, para evadir de ambientes que lhe causem algum
desconforto. Embora N. granulata seja capaz de fazer incursées ao ambiente
terrestres, nao é completamente adaptado para ficar fora do ambiente aquatico
por um periodo longo. Apds algum tempo no ambiente aéreo, a captagao de O,
se torna menos eficiente, além disso, a excregao de produtos nitrogenados so

ocorre na agua (Santos et al., 1987; Morris, 2002), tornando-os dependente do
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ambiente aquatico. Além dos limites fisiolégicos, que limitam o tempo de
permanéncia dos caranguejos no ambiente aéreo, outro problema que os
caranguejos enfrentam nesse ambiente, € que ficam mais vulneraveis a
predacao e ao canibalismo (Luppi et al., 2001; Luppi et al., 2013).

Até o momento se tem pouco conhecimento de como o comportamento
de emersao pode ser importante para aumentar a termolerancia dos animais,
que vivem na zona intermareal, a altas temperaturas. Sabendo que os animais
sdo capazes de trocar energia com o meio (Recordati e Bellini 2004),
podemos inferir que os animais se utilizam do comportamento de emersao para
perder calor para o meio, diminuindo sua temperatura corpérea. A perda de
agua através da evaporagédo promove o resfriamento corporal, transformando
calor sensivel em calor latente, consumindo 600 calorias por grama de agua
evaporada.

Observamos que a possibilidade de emergir para o ambiente aéreo
quente acarreta em um pequeno aumento na tolerancia de N. granulata.
Quando o caranguejo teve a possibilidade de migrar para o ar fresco, houve um
aumento ainda maior da sua tolerancia (fig 2A). Certamente, no ambiente
aéreo fresco, a perda de calor corporal € mais eficiente, e provavelmente mais
rapida, do que num ambiente aéreo quente, possibilitando que o animal
mantenha a homeostasia.

Nos nossos resultados, observamos que houve 23.3% e 100% de
mortalidade nos animais aclimatados a 30°C e submersos a 35°C e 37°C
respectivamente (fig.1), podemos considerar que o efeito sinérgico da
“termorregulagdo comportamental” e aclimatagdo a uma temperatura mais
elevada (30°C), aumentaram mais ainda a toleréncia e resisténcia desses
caranguejos independente da temperatura do ar tendo em vista que nao houve
mortalidade dentre esses animais que tinham a possibilidade de sair da agua.
Este fato comprova a importéncia da aclimatagéo para o aumento da tolerancia
desses animais, ainda que com a possibilidade de emersao. Provavelmente a
emersao torna os animais mais resistentes, porque enquanto o caranguejo esta
no ambiente aéreo evapora a agua, através da carapacga, arrefecendo a
temperatura corpérea, como foi demonstrado em estudos anteriores (Edney,

1961; Thurman, 1998). Além disso, a aclimatacéo térmica deve ter preparado o
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organismo para um estresse mais intenso, tornando os caranguejos mais
resistentes.

Quando os animais sdo submetidos a uma temperatura tdo alta, que
atinge os limites térmicos criticos, esses animais perdem a capacidade de
controlar seus movimentos, e consequentemente ficam incapazes de se
esquivar de situacdes que irdo leva-los a morte (Cowles e Bogert 1944). Assim
sendo, s6 houve 100% de mortalidade nos caranguejos que nao tinham
oportunidade de deixar a agua quente para um ambiente aéreo onde a
temperatura estava mais baixa do que da agua, quando os animais perderam a
capacidade de controlar os movimentos e n&o conseguiram emergir.

No nosso trabalho, quando o caranguejo foi exposto a agua e ar a 20°C
transitou entre o ambiente aquatico e o ambiente aéreo, mas permaneceu mais
tempo no ambiente aquatico assim como ja foi observado em um estudo
anterior (Lima et al,, 2015). Quando expostos a agua onde a temperatura
estava mais elevada (35°C), os caranguejos permaneceram mais tempo no
ambiente aéreo independente da temperatura do o ar (fig. 3A). No entanto,
quando a temperatura do ar estava alta, o caranguejo transitou mais pela
arena, e como a diferenga entre as temperaturas do ambiente aéreo e aquatico
eram baixas. Dessa forma, como esses animais permaneceram mais tempo
parados nesse ambiente, esses animais emergiram menos vezes do que 0s
animais do controle (3B; 3C). Esse padrao de comportamento é diferente do
comportamento adotado pelo lagostin Procambarus clarki (Payette e McGaw,
2003) que também utiliza o comportamento como uma forma de termorregular,
aumentando o numero de incursbes ao ambiente terrestre. Apesar do
comportamento de emersdo do lagostin ter um perfil diferente do
comportamento de N. granulata, ambos utilizaram o ambiente aéreo para
arrefecer a temperatura corporea através da evaporagdo de agua. Essa
estratégia de deixar a agua para resfriar a temperatura corporal, também pode
ser utilizada por diversos peixes, que vivem na zona intermareal e sdo capazes
de fazer pequenas incursdes ao ambiente aéreo e utilizam o comportamento de
emersao para resfriar a temperatura corporea através de perda de agua por
evaporacgao (Bridges, 1993; Sayer,2005).

Nos experimentos de comportamento com os animais aclimatados a

30°C, observamos que esses animais permaneceram predominantemente no
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ambiente aéreo (fig. 4A). No entanto, quando a temperatura do ar estava mais
proxima a da agua, os caranguejos transitaram mais entre a agua e o ar em
relacdo aos animais em agua 35°C e ar a 20°C (fig. 4B; 4C), que aproveitaram
o ambiente aéreo otimo, para arrefecer sua temperatura corpoérea,
provavelmente os animais que estavam no ambiente aéreo mais quente
estavam com a taxa metabdlica mais alta, do que os animais que estdo em um
ambiente aéreo mais frio, € os animais produziram mais metabdlitos que sé
podem ser excretados na agua (Santos et al., 1986; Morris, 2002). Essa
resposta € semelhante ao que foi visto no caranguejo Hemigrapsus nudus,
onde a temperatura de aclimatagdo aumentou a toleréncia desses animais,
mas nao aumentou a faixa de a temperatura capaz de provocar a evasao dos
caranguejos a altas temperaturas (McGaw, 2003). Diferentemente dos nossos
resultados, quando o peixe anfibio Kryptolebias marmoratus é aclimatado a
temperatura mais alta, responderam com o comportamento de emersao a
temperaturas mais altas do que os animais aclimatados a uma tempartura mais
baixa (Gibson et al., 2015). Da mesma forma, quando o lagostin Astacus
astacus, previamente aclimatados a temperatura mais alta evitam temperaturas
mais altas do que os animais aclimatados a temperaturas mais baixas
(Kivivuori,1994). Nosso obijetivo foi verificar como N. granulata responde a um
estresse térmico agudo, dessa forma, tanto os animais previamente
aclimatados a uma temperatura mais alta como os animais aclimatados a
temperatura mais baixa, estavam sob um estresse térmico intenso, e
provavelmente, por esse motivo ndo observamos forte influencia da
aclimatacao térmica no comportamento de evasao a alta temperatura da agua
no N. granulata.

Estudos anteriores demonstraram que a temperatura de aclimatacao,
altera a os limites térmicos, e até mesmo a preferéncia térmica de diversos
animais (Reynolds e Casterlin, 1979). Nos nossos resultados, entretanto,
observamos que quando N. granulata aclimatado a 30°C teve a possibilidade
de deixar a agua, que estava na mesma temperatura de aclimatacao,
permaneceu mais tempo no ambiente aéreo do que na agua (fig 4A e 5)
demonstrando que essa temperatura ndo € a ideal para manutencdo da

homeostasia.
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Todos animais aclimatados a 20°C, morreram quando mantidos
submersos a 35°C, e também houve mortalidade quando os animais foram
submetidos a agua a 35°C, com a possibilidade de migrar para o ar quente,
dessa forma, esses caranguejos nao sao capazes de tolerar essa situacao.
Sendo assim, apesar da perda de agua e a necessidade de reter CO; e
amonia, no ambiente aéreo, os animais evitam ao maximo as incursdes a zona
aquatica, independente da temperatura do ar.

Muitos animais respondem a aumentos repentinos de temperatura
sintetizando um pequeno conjunto de proteinas chamadas proteinas de
choque térmico (HSP), responsaveis por auxiliar na manutengdo da
homeostase celular em situagbes de estresse térmico (Parsell, 1993), em
especial a proteina HSP70 incumbida de ajudar no enovelamento e
impedir a sintese de proteinas malformadas (Freitas et al., 2012). Durante o
periodo de aclimatagdo, os animais sintetizam essas proteinas, e com isso, sao
capazes de enfrentar um estresse mais agudo.

Os animais aclimatados a 30°C submersos a 35°C apresentam uma
baixa taxa de mortalidade, e toleram essa temperatura de agua quando estéo
livre expostos, independente da temperatura do ar. Entao, apesar de preferir o
ambiente aéreo, quando o0s animais tiveram acesso ao ar quente,
permaneceram menos tempo na zona aérea a cada emersao, e migraram mais
vezes a zona aquatica, provavelmente para evitar a desidratacédo, captar mais
agua para armazenar na camara branquial e liberar as excretas. Com isso,
podemos concluir que quando os animais estdo em estresse térmico,
aumentam o numero de saidas da agua aumentando o tempo de permanéncia
no ambiente aéreo, mas nao evitam o ambiente aquatico, no entanto quando
0s animais estdo em um estresse térmico mais intenso, o0s animais
permanecem parados no ambiente aéreo, a cada emersao e evitando o contato
com a agua (fig 6A e 6B).

Quando os caranguejos estdo em uma situagao de estresse térmico,
migram para o ambiente aéreo e ficam parados nesse ambiente.
Provavelmente os animais adotam esse comportamento, para retardar a
desidratacéo e evitar que o metabolismo, que ja esta alto, aumente ainda mais,
e dessa forma eles podem retardar a necessidade de voltar para a agua,
podendo permanecer mais tempo no ambiente aéreo (fig. 7). Esses resultados
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corroboram com a ideia de que esses animais estdo em uma situagdo muito
estressora, e pode ser um problema no ambiente, pois quando permanece
parado no ambiente aéreo, ficam mais suscetiveis a predacéo.

Estudos prévios demonstraram que N. granulata utiliza o comportamento
de emersao para evadir de outras condi¢gdes estressoras na agua. Em hipoxia,
esse caranguejo se aproveitou da possibilidade de deixar esse ambiente
estressor, migrando pra zona aérea. O caranguejo aumentou o tempo médio de
permanéncia no ambiente aéreo a cada emersado (Lima, et al.,, 2014). No
entanto, o tempo médio que o caranguejo permaneceu a cada emergéncia em
estresse térmico foi substancialmente maior, do que em hipéxia. Corroborando
com a ideia de que os animais evadiram do ambiente aquatico para arrefecer a
temperatura corpérea (Thurman,1998; Bliss 1968). Desta maneira, o
comportamento de emersdo € um recurso importante para que os animais
consigam sobreviver com o aumento da temperatura.

Com a intensificagdo do aquecimento global e o aumento da
temperatura ambiente os animais v&o vivenciar cada vez mais situacdes de
estresse térmico mais intensas do que as que ja vivenciam agora. Os animais
que podem deixar os ambientes estressores, migram para um ambiente onde a
temperatura esteja mais amena. Dessa forma, um aumento de temperatura
gradativo, pode ocasionar uma pressao nesses animais, direcionando-os para
as regides mais frias. O caranguejo N. granulata € uma espécie chave na
transferéncia de energias (D'Incao et al, 1990), esses caranguejos tem uma
grande importancia ecolégica nesse ambiente, participando da manutengéo
dos ciclos biogeoquimicos, através da bioturbacdo e herbivoria e com isso
influenciam na composi¢cao da biomassa desse ambiente (Fanjul et al., 2011;
Alberti et al.,2015). Desta maneira, com a evasao de N. granulata para outras
regides, iria ocorrer um desbalango entre as relagdes ecolégicas no ambiente,
afetando todo ecossistema, e provavelmente muitas animais ndo conseguiriam
sobreviver nesse ambiente. Portanto, € necessario analisar como essa espécie,
que é muito importante no ambiente em que vive, ira responder com a
intensidade das mudancas climaticas.

Diante do exposto, podemos concluir que o caranguejo Neohelice
granulata, se utiliza do comportamento de emersdo para aumentar a tolerancia

e a resisténcia em estresse térmico, e que a aclimatacédo térmica é capaz de
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aumentar ainda mais a tolerancia e resisténcia desses animais a essa situagao.
No entanto, ndo sabemos se o0 comportamento de emersdo permite a
manutengdo dos processos fisioldgicos evitando danos ao organismo. Dessa
forma, se torna interessante avaliar a integridade dos sistemas fisiolégicos
desses animais em estresse térmico, com a possibilidade de emergir, para
compreendermos melhor como as mudangas climaticas irdo afetar esses

caranguejos.
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