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RESUMO

Alpheus FABRICIUS, 1798 é um género de camardes-de-estalo, pertencente a familia Al-
pheidae RAFINESQUE, 1815, composto por 310 espécies encontradas nos ambientes
marinhos e estuarinos tropicais e subtropicais, ocorrendo desde regides entremarés até
grandes profundidades. No Brasil, sdo registradas 33 espécies distribuidas do litoral Norte até
o Sul. Visando obter informacGes eco-populacionais ndo conhecidas para as populacdes da
costa pernambucana, foram estudadas seis espécies de Alpheus de duas localidades de Per-
nambuco. Alpheus angulosus MCCLURE, 2002, A. bouvieri A. Milne Edwards, 1878, A. car-
lae ANKER, 2012 e A. nuttingi (Schmitt, 1924) foram coletados na Praia do Paraiso (Cabo de
Santo Agostinho), e A. buckupi ALMEIDA, TEROSSI, ARAUJO-SILVA & MANTELAT-
TO, 2013 e A. estuariensis CHRISTOFFERSEN, 1984 no estuario do rio Paripe (Itamaraca).
Estas localidades compreendem ambientes marinhos diferentes (praia e manguezal). Os cama-
rdes foram coletados em quatro campanhas, contemplando duas estac6es chuvosas (Agosto de
2015 e 2016) e duas secas (Fevereiro de 2016 e de 2017), em momentos de marés baixas de
sigizia. Dados da producdo de embribes (fecundidade, volume de embrides e investimento
reprodutivo), crescimento morfoldgico, maturidade, biomassa, alocacdo energética e o sistema
de pareamento foram analisados. Informagfes sobre a biomassa e alocacdo energética foram
inéditas para a familia. Nesta tese, os dados foram organizados em trés capitulos. O primeiro
capitulo aborda a producdo de embrides nas duas estacdes. Os dados mostraram que a fecun-
didade, o investimento reprodutivo e o volume de embrides ndo diferiram entre as estacdes, e
que a condicdo ovigera e ndo-ovigera das fémeas influencia na alocacdo energética entre a
reproducdo e a manutencao do quelipodo maior. O segundo capitulo aborda o dimorfismo e
maturidade sexual, crescimento corporeo entre jovens e adultos, e anélise de alocagdo energé-
tica do quelipodo maior em machos e fémeas. Nas espécies, 0 tamanho e maturidade entre 0s
sexos nao foram diferentes, contudo, o quelipodo maior, as estruturas abdominais, o cresci-
mento dos apéndices corporeos e a alocagdo energetica foram os aspectos que evidenciaram o
dimorfismo sexual. Por fim, o terceiro retrata o sistema de pareamento em cinco espécies. Os

dados da estrutura populacional indicaram que as espécies sdo socialmente monogamicas.

Palavras-chave: Camardes. Monogamia. Ecologia. Populacdes.



ABSTRACT

Alpheus FABRICIUS, 1798 is a genus of snapping shrimps belonging to the family Alpheida-
e, RAFINESQUE, 1815, composed by 310 valid species widely found in tropical and subtro-
pical marine and estuarine environments, occurring from intertidal regions to large depths. In
Brazil, there are 33 species distributed from the coast north to the south. In order to obtain
information about the unknown populations of the coast of Pernambuco, six species of
Alpheus were studied from two localities of Pernambuco. Alpheus angulosus MCCLURE,
2002, A. bouvieri A. Milne Edwards, 1878, A. carlae ANKER, 2012, and A. nuttingi (Schmitt,
1924) were collected in Paradise Beach (Cabo de Santo Agostinho), and A. buckupi ALMEI-
DA, TEROSSI, ARAUJO-SILVA & MANTELATTO, 2013 e A. estuariensis CHRISTOF-
FERSEN, 1984 in estuary of the Paripe River (Itamaracd). These localities comprise different
marine environments (beach and mangrove). The shrimps were collected in four campaigns,
including two rainy seasons (August 2015 and 2016) and two dry seasons (February 2016 and
2017), during low tide. Data about embryo production (fecundity, embryo volume and repro-
ductive investment), morphological growth, maturity, biomass, energy allocation and the pai-
ring system were analyzed. Information about biomass and energy allocation were unheard
for the family. In this thesis, the data were organized into three chapters. The first chapter
deals with the production of embryos in the two seasons. The data showed that fecundity, re-
productive investment and embryo volume did not differ between seasons, and that the ovige-
rous and non-ovigerous condition of females influences the energy allocation between repro-
duction and maintenance of the major cheliped. The second one deals with the dimorphism
and sexual maturity, body growth among juveniles and adults, and energy allocation analysis
of the major cheliped in males and females. In the species, the size and maturity between the
sexes were not dimorphic, however, the cheliped, the abdominal structures, the growth of the-
se appendages and the energy allocation were the aspects that evidenced the sexual dimor-
phism. Finally, the third one portrays the pairing system in five species. Population structure

data indicated that species are socially monogamous

Key words: Shrimps. Monogamy. Ecology. Populations.
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1 INTRODUCAO

O género Alpheus FABRICIUS, 1798 compde um rico e diversificado grupo de
camarGes popularmente conhecidos como camardes-de-estalo, pertencente a familia
Alpheidae RAFINESQUE, 1815, sendo o mais representativo desta familia. Atualmente o
tdxon consta com 310 espécies validas e uma estimativa de mais 400 espécies existentes,
considerado o tdxon mais rico entre os camardes carideos (ALMEIDA et al., 2013, 2014;
ANKER, 2012; ANKER et al., 2015, 2016; ANKER; DE GRAVE, 2012; ANKER; PA-
CHELLE, 2015; BRACKEN-GRISSOM; FELDER, 2014; DE GRAVE; FRANSEN, 2011;
KOMAL, 2015; SALGADO-BARRAGAN et al., 2017).

Para a costa do Brasil, foram registradas até o momento 33 espécies, distribuidas des-
de o Nordeste do Amapéa (Cabo Orange) até o Sudeste do Rio Grande do Sul (Rio Chui), in-
cluindo as &reas oceénicas como os montes submarinos do Cear4, o Atol das Rocas (Rio
Grande do Norte), o Arquipélago Fernando de Noronha (Pernambuco) e o Arquipélago Trin-
dade e Martin Vaz (Espirito Santo) (SOLEDADE; ALMEIDA, 2013). Entretanto, a verdadei-
ra diversidade brasileira para o género ainda se encontra subestimada (ALMEIDA et al.,
2014; SOLEDADE; ALMEIDA, 2013).

Os camardes deste género possuem ampla distribuicdo nos habitats marinhos e
estuarinos tropicais e subtropicais, ocorrendo desde regides entremarés até grandes
profundidades (ANKER et al., 2006; CHACE, 1988). A maioria das espécies € predominan-
temente de ambientes marinhos, sendo pouquissimas de agua doce (CHACE, 1988; SOLE-
DADE; ALMEIDA, 2012; YEO; NG, 1996). Sdo animais de habito criptico, estritamente
bentonicos, expondo-se muito pouco ao meio onde vivem (ANKER et al., 2006). Alguns re-
presentantes, como A. saxidomus HOLTHUIS, 1980 e A. simus GUERIN-MENEVILLE,
1856, permanecem toda a sua vida presas em seus abrigos (KROPP, 1987; WEHRTMANN;
ALBORNOZ, 2002).

Em muitas espécies, os individuos habitam no interior de galerias ou tocas construidas
por eles proprios no substrato lamoso, arenoso ou em rochas (CHACE, 1988;
CHRISTOFFERSEN, 1984). Outras, vivem abrigadas embaixo de rochas, cascalhos,
entulhos, troncos em putrefacdo e dentro do corpo de outros animais como esponjas, corais
vivos ou mortos (ANKER, 2012; ANKER et al., 2006; SANTOS et al., 2012). Nas comuni-
dades onde fazem parte, € comum estabelecerem associac¢@es, a principio, mutualistica com
outras espécies de animais como peixe da familia Gobiidae, cnidarios, ctenoforos, moluscos,

poliquetas, anémonas, esponjas e varios outros crustaceos decapodes (ANKER et al., 2007a,
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2007b, 2008a, 2008b; BAUER, 2004; CRIALES, 1984; YANAGISAWA, 1984; KARPLUS,
1987).

Apesar da possibilidade de associacdo com varios animais, estudos comportamentais
ex situ com algumas espécies de Alpheus revelaram que machos e fémeas sdo extremamente
territorialistas, exibindo fortes interagdes agonisticas inter e intraespecifica na defesa do abri-
go, obtencdo de presas e na protecdo/disputa por parceiro sexual (HUGHES et al., 2014; NO-
LAN; SALMON, 1970; RAHMAN et al., 2003). Nestas interacGes, machos e fémeas usam o
seu quelipodo, um apéndice com morfologia adaptada para lancar uma bolha de ar cuja im-
plosdo emite um som de estalo, que ao atingir a vitima pode paralisa-la ou matéa-la (VERS-
LUIS et al., 2000; ANKER et al., 2006; ANKER, 2008). Devido ao som peculiar emitido,
estas espécies foram popularmente denominadas de camardo-de-estalo.

Outra caracteristica comportamental observada em varias espécies de Alpheus, tam-
bém observada em outros géneros de Alpheidae, € a monogamia social entre macho e fémea,
0s quais compartilham e protegem o mesmo abrigo por tempo indeterminado, geralmente ex-
cedendo em mais de um evento reprodutivo (CORREA; THIEL, 2003; MATHEWS, 2002b;
RAHMAN et al., 2003). Contudo, ha indicios de que a monogamia pode ser rompida quando
0 numero de individuos do sexo oposto disponivel no ambiente é alto, ou quando abandonar o
abrigo em busca de outros acasalamentos possui um baixo custo e ndo é perigoso (KONWL-
TON, 1980; MATHEWS, 2002b; 2003). Especula-se que o comportamento agonistico acen-
tuado é um dos fatores que pode ter contribuido para evolugdo da monogamia social como a
melhor estratégia de acasalamento (HUGHES et al., 2014).

Dentro de Alpheidae, Alpheus é o td&xon mais estudado quanto a taxonomia e sistema-
tica, ao comportamento e a ecologia. Dentre estas, a taxonomia e sistematica sdo as areas com
maior numero de artigos publicados, contribuindo com novas descri¢Ges e redefini¢cbes de
espécies, solucionando impasses em linhagens cripticas (ALMEIDA et al., 2013; ANKER et
al., 2006; MATHEWS, 2006; MATHEWS; ANKER, 2009). Gracas a estes estudos, 0 numero
de pesquisas ecologicas cresceu nos ultimos doze anos, com destaque para as realizadas no
Brasil, principalmente as relacionadas a biologia de populagdes.

Ao longo destes anos, foram publicados no Brasil dez estudos ecolégicos com sete es-
pécies de Alpheus — A. angulosus MCCLURE, 2002, A. armillatus H. MILNE EDWARDS,
1837, A. buckupi ALMEIDA, TEROSSI, ARAUJO-SILVA; MANTELATTO, 2013, A. brasi-
leiro ANKER, 2012, A. carlae ANKER, 2012, A. estuariensis CHRISTOFFERSEN, 1984, A.
cf. heterochaelis SAY, 1818 e A. nuttingi (Schmitt, 1924) (BARROSO et al., 2018; COSTA-
SOUZA et al., 2014, 2017; MOSSOLIN et al., 2006; PAVANELLI et al., 2008, 2010; PES-
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CINELLI et al., 2016; 2018; RODRIGUES et al., 2009; SOLEDADE et al., 2017, 2018). As
populacbes estudadas pertecem a Sdo Paulo (Sudeste do pais) e Bahia e Sergipe (Nordeste).
Em linhas gerais, os principais aspectos ecologicos analisados foram: a estrutura populacio-
nal, o sistema de pareamento e a producdo de embrides.

No que tange a estrutura populacional, os topicos avaliados foram: a distribuicdo de
frequéncia de jovens, adultos, fémeas (ovigeras e ndo-ovigeras), a densidade populacional, a
razdo sexual, a longevidade, maturidade morfologica e o recrutamento ao longo de um ano de
coleta (BARROSO et al., 2018; COSTA-SOUZA et al., 2017; MOSSOLIN te al., 2006). O
sistema de pareamento foi avaliado com base na estrutura populacional, utilizando-se como
critérios a frequéncia de individuos pareados e solitarios, a condicdo ovigera das fémeas e 0
nivel de dimorfismo sexual entre machos e fémeas (BARROSO et al., 2018; COSTA-SOUZA
et al., 2014; PESCINELLI et al., 2017; SOLEDADE et al., 2018). Por fim, na producdo de
embrides, foram investigados a fecundidade, o volume dos embrides nos trés estagios de de-
senvolvimento embrionario, a propor¢do de aumento dos embrides, a razdo biomassa dos em-
brides e biomassa corpdrea (investimento reprodutivo), e a correlacdo fecundidade versus
tamanho das fémeas (COSTA-SOUZA et al., 2014; PAVANELLLI et al., 2008, 2010; PESCI-
NELLI etal., 2017; SOLEDADE et al., 2017).

Apesar do crescente interesse em estudar este fascinante grupo, a realizagdo de pesqui-
sas ecoldgicas ainda é pouco frequente, principalmente quando se compara com numero de
pesquisas desenvolvidas com outros grupos de crustaceos decapodes ou camardes da mesma
infraordem (Caridea) e, sobretudo, considerando a grande riqueza e diversidade do taxon em
si.

No Brasil, apesar da ampla distribuicdo das espécies em quase toda costa, sé foram es-
tudas populacdes de trés Estados brasileiros. Esta disparidade, provavelmente, deve-se a difi-
culdade de coleta, pois sdo camardes de habito criptico, por ndo serem espécies de interesse
econémico e, até mesmo, ao pouco conhecimento da existéncia de espécies e/ou populacoes
ao longo da costa brasileira. Alem destes pontos, ha poucos especialistas brasileiros com a
familia/género, concentrando-se expressivamente em Sdo Paulo e, mais recentemente, em
Recife (Pernambuco).

Algumas espécies como A. angulosus, A. bouvieri A. Milne-Edwards, 1878, A. carlae,
A. estuariensis, A. nuttingi e A. buckupi sdo extremamente abundantes na regido mesolitora-
nea brasileira, estando, provavelmente, entre a fauna mais representativa de crustaceos decé-
podes (COSTA-SOUZA et al., 2017; SOLEDADE; ALMEIDA, 2013). Nos ambientes estua-

rinos, A. estuariensis € um dos crustaceos mais importantes no processo de bioturbacdo da
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planicie lamosa dentre os organismos classificados como engenheiros ecossistémicos (COS-
TA-SOUZA et al., 2017). Em campo, sdo visiveis as numerosas galerias construidas por A.
estuariensis. Além disso, € a espécie mais utilizada como iscas artesanais por pescadores lo-
cais (COSTA-SOUZA et al., 2014, 2017).

Os ambientes marinhos, principalmente os costeiros, hd muito vém sofrendo com a
crescente descaracterizagdo de suas areas naturais. No Brasil, as grandes densidades demogra-
ficas encontram-se justamente no litoral (IBGE, 2010), que € sensivelmente desprotegido pe-
los vieses das legislacGes pobremente executadas e largamente negligenciadas. A urbanizacéao
desordenada, a implantacdo de cultivos de animais exoticos e a criacdo de Portos sdo 0s prin-
cipais impactos nos manguezais, estuarios e mar costeiro (ALMEIDA et al., 2015; FARRA-
PEIRA, 2010; NEVES; MUEHE, 2008).

Uma das areas alvo do presente estudo, a Praia do Paraiso (municipio do Cabo de San-
to Agostinho), faz parte de um dos maiores complexos industriais portuarios do Brasil, o
complexo de SUAPE. Apds a instalacdo e operagdo de SUAPE, vérios estudos ambientais
revelaram o impacto negativo na fauna local (COSTA et al., 2013; FARRAPEIRA, 2010), um
deles registrou a introducdo de uma espécie exdtica de Alpheidae (Athanas dimorphus ORT-
MANN, 1894) originario do Indo-Pacifico (ALMEIDA et al., 2015). Os impactos negativos
causados pela introducdo de espécies exotica nas comunidades marinhas préximas a regides
portuérias sdo bem documentados na literatura, pois afetam a dindmica populaconal de muitas
espécies nativas, levando ao deslocamento de nicho até a extincdo local (FARRAPEIRA,
2010; LAMBERT, 2001).

Por estas raz0es, reconhece-se que pesquisas basicas populacionais devam ser desen-
volvidas, pois séo essenciais para se entender como as populagdes estdo estruturadas e como
as espécies estdo se desenvolvendo em determinado habitat. Este estudo pretendeu ampliar o
conhecimento ecoldgico-populacional das espécies de Alpheus e das populagbes que ainda
ndo foram estudadas, como é o caso das que habitam no nordeste do pais. Para isso, foram
escolhidas as espécies A. angulosus, A. bouvieri, A. buckupi, A. carlae, A. estuariensis e A.
nuttingi

Dentre as diversas espécies de Alpheus encontradas em Pernambuco, as seis espécies
analisadas nesta tese sdo as mais abundantes, sendo facilmente encontradas nas regides do
entremarés, e, provavelmente, estdo entre os crustaceos decapodos mais freqtientes na comu-

nidade marinha.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral
Investigar aspectos da biologia reprodutiva entre as estacdes seca e chuvosa e verificar
as morfometrias em diferentes espécies de camardes-de-estalo do género Alpheus da costa de

Pernambuco.

1.1.2 Objetivos especificos

i - Verificar a fecundidade entre as espécies e entres estacdes;

ii - Estimar a relacdo entre fecundidade e tamanho das fémeas de cada espécie;

iii - Verificar o aumento do volume dos embrifes entre os estagios de desenvolvimento em-
brionério e entre as estagdes;

iv - Calcular o investimento reprodutivo (IR) em fémeas entre as estacoes;

v - Calcular o investimento energético alocado para o quelipodo maior em machos e fémeas;
vi - Identificar o dimorfismo sexual com base em morfometrias e alometrias;

vii - Descrever a estrutura do pareamento para as espécies e verificar o sistema de acasala-

mento.

1.2 HIPOTESES TESTADAS

(1) Existe diferencas na producdo de embrides entre as estacdes seca e chuvosa em A. estuari-
ensis, A. buckupi, A. carlae, A. nuttingi, A. bouvieri e A. angulosus residentes em Pernambu-
co, com fecundidade, volume de embrides e maior IR na estagdo chuvosa.

Tanto as fémeas de A. nuttingi quanto as de A. carlae de Sdo Paulo, sudeste do Brasil
obtiveram nas estagcOes mais quentes e chuvosas (primavera e verao, para a regido) uma alta
fecundidade, com embries pouco volumosos e um IR alto. Isto porque as fortes chuvas au-
mentam o fluxo de nutrientes em direcdo ao oceano, propiciando aos individuos maior aloca-
cao energética para reproducdo, e as altas temperaturas tendem a aumentar o metabolismo dos
mesmos. Estes fatores, em conjunto, possibilitaram uma maior producdo de ovos e um maior
IR nestas populacdes. Ja nas estacdes mais frias e secas (outono e inverno) a fecundidade foi
menor, 0 volume de ovos maior e o I.R. menor (PAVANELLI et al., 2008; 2010), como resul-

tado do menor influxo de nutrientes e de uma diminui¢do no metabolismo dos individuos
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(2) Existe diferenga na alocacéo energética para o desenvolvimento do quelipodo maior entre
machos e fémeas de A. estuariensis, A. buckupi, A. carlae, A. nuttingi, A. bouvieri e A. angu-
losus, com fémeas, apds a maturidade, investindo menos energia na constituicdo e manuten-
cdo do apéndice. Contrariamente, fémeas imaturas podem investir na mesma propor¢do que
machos imaturos na constitui¢cdo do quelipodo.

O quelipodo maior é um apéndice imprescindivel para a sobrevivéncia das espécies de

Alpheus, sendo utilizado no comportamento agonistico, na construcdo e protecao de abrigos,
na predacdo e nas disputas por parceiros sexuais (BAUER, 2004; HUGHES et al., 2014). A
funcéo e importancia adaptativa deste apéndice sdo, em geral, as mesmas para machos e fé-
meas frente as diversas situacdes citadas, porém, alguns estudos comportamentais evidencia-
ram que machos emitem estalos em maior frequéncia em disputas intraespecificas com outros
machos pelo acesso a fémeas (HUGHES et al., 2014; RAHMAN et al., 2003; NOLAN;
SALMON, 1970;). No entanto, a maioria dos estudos em que foram analisadas as biometrias
deste apéndice mostrou que machos apresentam quelipodos, em média, mais robustos e maio-
res que os das fémeas (BARROSO et al., 2018; FERNANDEZ-MUNOZ; GARCIA-RASO,
1987; HUGHES et al., 2014; PESCINELLLI et al., 2018). Esta diferenca pode ser resultado da
grande alocacdo energética para a producdo de ovos em fémeas ap6s a maturidade sexual em
detrimento da alocacdo energética para o crescimento do quelipodo maior.
(3) Existe diferenca no crescimento alométrico das principais estruturas corpéreas entre ma-
chos e fémeas de A. estuariensis, A. buckupi, A. carlae, A. nuttingi, A. bouvieri e A. angulo-
sus, com o quelipodo dos machos desenvolvendo-se em maiores prorpor¢des e com as estru-
turas abdominais das fémeas desenvolvendo-se em maiores proporgoes.

Machos e fémeas de Alpheus tendem a apresentar o mesmo tamanho tanto na fase jo-
vem gquanto na adulta, ndo apresentando fortes dimorfismos sexuais, salvo quanto ao quelipo-
do maior que pode ser mais robusto em machos e a pleura do segundo somito abdominal, que
pode ser mais alargada em fémeas (BARROSO et al., 2018; FERNANDEZ-MUNOZ; GAR-
CIA-RASO, 1987, PESCINELLI et al., 2018).

(4) Existéncia de sistema de acasalamento monogamico, com formacgéo de pares heterossexu-
ais nas populacdes de A. estuariensis, A. buckupi, A. carlae, A. nuttingi, A. bouvieri e A. angu-
losus de Pernambuco.

As espécies de Alpheus estudadas até 0 momento quanto ao sistema de acasalamento
foram encontradas em pares de macho e fémea, e a grande maioria é classificada como mono-
gamica (CORREA; THIEL, 2003).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1  AREAS DE ESTUDO

As amostragens de A. angulosus, A. bouvieri, A. carlae e A. nuttingi, e de alguns
exemplares de A. buckupi foram realizadas na Praia do Paraiso (8°21'S 34°57'W), municipio
do Cabo de Santo Agostinho, litoral Sul de Pernambuco, nordeste do Brasil. A praia encontra-
se dentro da Baia do porto de Suape, um dos maiores complexos industriais portuarios do
Brasil. A planicie de praia é formada por um extenso substrato areno-argiloso, com varios
afloramentos rochosos soltos, dispostos sobre o sedimento, na qual se observa uma rica e di-
versa biota béntica composta por algas, esponjas, poliquetas e varios outros taxa (Figura
1CD). As amostragens de A. estuariensis e A. buckupi foram realizadas no estuario do Rio
Paripe, municipio de Itamaracd, litoral Norte de Pernambuco (7°48’S 34°51°W) (Figura
1AB), onde compreende uma vasta area de manguezal formada principalmente por Rhizopho-
ra mangle, com 7.9 ha de superficie lamosa exposta, possuindo uma grande diversidade de
crustaceos decapodos (SANTOS; COELHO, 2001).
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Figura 1 — Alpheus sp. Area de amostragem do estuario do rio Paripe, municipio de Itamaraca, Per-
nambuco (A). Tocas de Alpheus estuariensis (B). Area de amostragem da Praia do Paraiso, munici-
pio do Cabo de Santo Agostinho, Pernambuco (C). Abrigo de Alpheus bouvieri D).

Fonte: Renata Lima (A e B) (2016) e Fenanda Dias (C e D) (2017).

2.2 PROCEDIMENTOS DE AMOSTRAGEM

As amostragens foram realizas em quatro campanhas, com intervalo de 6 meses, con-
templando dois periodos chuvosos (Agosto de 2015 e 2016) e dois secos (Fevereiro de 2016 e
de 2017), nas duas localidades distintas da costa Pernambucana. O esforgo de coleta foi de 4
horas/dia com quatro pessoas coletando, em dois dias por localidade, totalizando 8 horas. To-
das as coletas aconteceram em periodos de maré seca de sizigias.

Para as espécies de praia, A. angulosus, A. bouvieri, A. carlae e A. nuttingi, a procura
de individuos deu-se por levantamento de blocos soltos no substrato areno-argiloso e posterior
reposicdo dos blocos. Quando presentes, os camardes foram capturados manualmente ou com
pucas, acondicionados individualmente em sacos plasticos com agua do ambiente, etiquetados
e congelados em freezers no laboratério.

Os individuos de A. estuariensis, que se encontravam no interior de galerias construi-

das no sedimento lamoso do estuario, foram capturados usando uma bomba de PVC (50 mm
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de diametro e 70 cm de comprimento), sendo estabelecidas cinco sucgdes por galeria. O se-
dimento succionado foi despejado em peneiras com malha 1.8 mm e posteriormente peneirado
para visualizacdo dos camarfes. Os espécimes de A. buckupi foram coletados embaixo de
troncos em putrefacdo, em associacdes com esponjas estuarinas ou ap0s passar a peneira em
entulhos no sedimento. Apdés a coleta, foram adotados os mesmos procedimentos usados para
as espécies coletadas no ambiente de praia.

2.3  PROCEDIMENTOS EM LABORATORIO

As espécies foram confirmadas utilizando a chave de identificacdo de Soledade e
Almeida (2012). O sexo foi verificado com base na presenca (em macho) ou auséncia (em
fémea) do appendix masculina no segundo par de pledpodos ou de ovos incubados no abdome
no caso das fémeas sob estereomicroscopio. Todos os camardes foram fotografados com
camara digital acoplada ao estereomicroscopio e suas partes corporeas foram mensuradas
utilizando o programa computacional Image J, 1.51n (RASBAND, 2012).

O comprimento da carapaca, 0 comprimento, largura e altura do prépodo do quelipodo
maior, a largura da pleura do segundo somito abdominal e a largura do esternito do segundo
somito abdominal foram as medidas obtidas. Além destas, foram mensurados o didmetro
menor (d1) e maior (d2) dos embrides.

Os embrides foram retirados dos pledpodos abdominais das fémeas com pincel,
contados com contador analégico manual e classificados quanto ao estadgio de
desenvolvimento embrionario. A classificacdo seguida foi a proposta por Whertmann (1990),
a qual determina trés estagio de desenvolvimento: Estagio Inicial (1), sem evidéncia dos olhos
e vitelo ocupando 75-100% do volume dos embrides; Estagio Intermediario (I1), olhos vesti-
giais, vitelo ocupando cerca de 50-75% do volume; Estéagio Final (I11), olhos bem desenvolvi-
dos, vitelo ocupando 25-50% do volume. As porcentagens de vitelo em cada estagio foram
estabelecidas por Mossolin et al. (2006).

Cada camaré&o teve seu quelipodo retirado a partir da inser¢do da base, 0s corpos e 0s
respectivos quelipodos foram colocados em recipientes artesanais de folhas de aluminio pre-
viamente pesados em balanca de precis@o de quatro casas decimais e marcados para posterior
identificacdo. Em seguida, foram secos a estufa a temperatura de 70°C por 48 horas e, nova-
mente, pesados para obtencdo do peso seco. ApOs a pesagem, as partes corporeas foram inci-
neradas em mufla a 475°C por 5 horas e obtido 0 peso de cinzas. A biomassa foi calculada

usando o Peso Seco menos o Peso de Cinzas (peso seco livre de cinzas). Ao final, foram obti-
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das duas medidas de biomassa: a biomassa do corpo inteiro (corpo + quelipodo) e a biomassa
do quelipodo. O mesmo procedimento foi realizado para obtencdo da biomassa dos embrides,
com algumas excecdes: temperatura de 70°C por 24 horas e pesados em balanca de precisdo

de sete casas decimais.

3 ESTRUTURACAO DOS RESULTADOS

Os resultados desta tese estdo estruturados em trés capitulos. Cada capitulo esta no
formato de artigo e contempla abordagens ecoldgicas correlatas visando facilitar a leitura e
entendimento dos assuntos e dos objetivos pré-estabelecidos no projeto. Os Capitulos 1 e 3
foram confeccionados de acordo com as normas da revista Zoologischer Anzeiger, pretenden-
do-se agilizar o processo de publicacdo apds a defesa. O capitulo 2 foi confeccionado nas
normas da revista cientifica Thalassas. As normas podem ser visualizadas nos sites abaixo:
Zoologischer Anzeiger:
https://www.elsevier.com/journals/zoologischer-anzeiger/0044-5231?generatepdf=true;
Thalassas:Na international Journal od Marine Sciences
https://www.springer.com/earth+sciences+and+geography/journal/41208?detailsPage=pltci_3
030751

O Capitulo 1, intitulado de “Estratégia reprodutiva em espécies de camardes-de-
estalo do género Alpheus Fabricius, 1798 (Crustacea: Alpheidae): maturidade sexual,
producdo de embrides e alocacdo energética”, aborda aspectos da biologia reprodutiva ape-
nas em fémeas. Neste estudo, sdo apresentados e discutidos resultados sobre a maturidade
sexual, producéo de embrides (fecundidade, volume do embrido, aumento do volume ao longo
do desenvolvimento embrionario e investimento reprodutivo — proporgdo biomassa de embri-
Oes sobre biomassa fémea) e a alocagao energética para o quelipodo maior entre fémeas ovi-
geras e nao ovigeras. Além disso, os dados de producdo de embrides foram analisados em
duas estacOes (seca e chuvosa).

O Capitulo 2, intitulado de “Growth, sexual maturity and dimorphism in six spe-
cies of snapping shrimps of the genus Alpheus (Decapoda: Alpheidae)”, foi submetido a
revista cientifica Thalassas. O artigo encontra-se aceito com revisfes, que ja estdo sendo
corrigidas. Nele, foram analisados a maturidade sexual morfologica, as possiveis diferencas
morfolégicas entre os sexos, como se d& o crescimento corporeo dos individuos utilizando o
crescimento relativo e as estratégias de alocacdo energética em termos de biomassa corpérea.

Os resultados foram comparados entre as seis espécies, considerando a condicdo de simpatria.
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Por fim, o capitulo 3, intitulado de “Social monogamy in five species of snapping
shrimps of the genus Alpheus Fabricius, 1798 (Caridea: Alpheidae): an populational
approach” esta em processo de revisdo do inglés para ser submetido a revista cientifica Zoo-
logischer Anzeiger. O objetivo principal foi verificar o sistema de acasalamento desenvolvido
em cinco espécies a partir da estrutura populacional. A frequéncia com que os individuos sdo
encontrados (solitarios, pares e em grupo), a condicdo reprodutiva das fémeas observadas em
pares e o dimorfimo sexual baseado no tamanho corpdreo e do quelipodo foram os indicado-
res populacionais testados, fundamentado em outros estudos publicados com crustaceos. Nao
foi possivel verificar estes aspectos em A. buckupi. A forma como estes camardes abrigam-se

e 0 modo de coleta ndo nos permitiram identificar os pares e 0s solitarios.
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3.1 ARTIGO 1

Estratégia reprodutiva comparada em seis espécies de camarodes-
de-estalo do género Alpheus Fabricius, 1798 (Crustacea: Al-
pheidae): maturidade sexual, producéo de embrides e alocagao

energetica

Alpheus bouvieri 3 mm © UNAM-PIECEMO
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ARTIGO 1 A ser encaminhado a revista Zoologischer Anzeiger

Estratégia reprodutiva em espécies de camardes-de-estalo do género Alpheus Fabricius,
1798 (Crustacea: Alpheidae): maturidade sexual, producéo de embrides e alocacao e-

nergética
Costa-Souza, AC*!; Souza, JRB2 & Almeida, AO!

!Laboratério de Biologia de Crustaceos & 2Laboratério de Comunidades Marinhas, Universi-
dade Federal de Pernambuco (UFPE), Centro de Biociéncias, Departamento de Zoologia. A-
venida Professor Moraes Régo, 1235, Cidade Universitaria. 50670-901 Recife, Pernambuco,
Brazil.

*Autor correspondente: accostabio@yahoo.com.br

RESUMO
A maturidade sexual, a fecundidade, o volume embrionério e o investimento reprodutivo (IR)
foram comparados espécies de Alpheus de ambiente de praia e estuario. Alpheus angulosus, A.
bouvieri, A. carlae e A. nuttingi coletados na Praia do Paraiso, e A. buckupi e A. estuariensis
no estuario do Rio Paripe, litoral de Pernambuco, serviram como modelos para se conhecer
aspectos da reproducdo. Aspectos que podem influenciar na fecundidade, como o tamanho da
fémea (comprimento da carapaca e medidas abdominais da pleura e esternito) além da aloca-
cao energética para o quelipodo também foram analisados. As coletas aconteceram nas esta-
¢Oes chuvosa (Agosto 2015 e 2016) e seca (Fevereiro 2016 e 2017), no mesolitoral, nos peri-
odos de marés baixas de sizigias. Os resultados demonstraram que as seis espécies tornam-se
maduras em tamanhos diferentes, ndo havendo uma relacdo direta entre tamanho das fémeas e
maturidade, que a fecundidade esteve positivamente correlacionada com o comprimento da
carapacga e com a largura da pleura e esternito. A quantidade de embri6es produzidos foi se-
melhante em A. angulosus, A. bouvieri, A. buckupi e A. carlae, contudo o seu volume foi dife-
rente entre estas espécies. Ndo houve diminuicédo significatva da fecundidade e nem perda de
embrides ao longo do desenvolvimento embrionario em A. angulosus, A. bouvieri, A. buckupi
e A. nuttingi, porém, em todas as espécies, 0 volume embrionario aumenta mais de 50% do
estagio inicial ao final. A fecundidade e o IR ndo foram diferentes entre as estacfes seca e

chuvosa na maioria das espécies. Contudo, o volume foi maior na estacdo chuvosa em A. car-



23

lae e na seca em A. buckupi e A. estuariensis. A condicdo ovigera interferiu na quantidade de
energia alocada para o desenvolvimento do quelipodo, com as fémeas portando embribes a-
presentando menor razdo biomassa quelipodo/corpo. Os resultados apresentados indicaram
que existem similaridades em determinados aspectos reprodutivos. Contudo, diferencas ob-
servadas provavelmente favorecem a coexistencia e a pode reduzir a competicdo entre as es-

pécies estudadas.

Palavras-chave: Crustacea, Biomassa, Quelipodo, Simpatria, Periodos seco e chuvoso.
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INTRODUCAO

A reproducdo é um evento bioldgico chave no ciclo de vida dos crustaceos decapodos,
pois é fundamental para a continuidade das populacdes e para a existéncia das espécies (Sas-
try, 1983). Das diversas linhas de pesquisas dentro da biologia reprodutiva, a producdo de
embrides é um dos principais aspectos investigados em decapodos (Bauer, 1991; Bauer and
Abdalla, 2000; Oliveira et al. 2018; Rebolledo et al. 2014). A fecundidade, o volume dos em-
brides em cada estagio de desenvolvimento embrionario e a razdo entre biomassa de embrides
e a biomassa corpdrea das fémeas ovigeras (denominada de investimento reprodutivo — I.R.)
sdo aspectos usualmente avaliados e que permitem detectar o potencial reprodutivo de uma
populacdo ou espécie e o custo energético empregado na reproducdo (Anger and Moreira,
1998; Clarke, 1993; Clarke et al. 1991; Lardies et al. 2008; Soledade et al. 2017).

Na maioria dos camardes carideos existe uma forte correlagdo positiva entre a fecun-
didade e o tamanho corporal da fémea, indicando aumento do nimero de embrides na medida
em que a fémea cresce, resultando em maxima producdo de oocitos em individuos maiores
(Anger and Moreira, 1998; Bilgin and Samsun, 2006; Corey and Reid, 1991; Oliveira et al.
2018). Esta tendéncia gera implicagdes ecoldgicas e conservacionistas cruciais, principalmen-
te para espécie de interesse econdmico, uma vez que a pesca excessiva de individuos menores
pode acarretar a diminuicdo do potencial reprodutivo populacional e, até mesmo, a extincao
local de espécies. Alem disso, estas informagbes geram subsidio as normas que estabelecem
tamanhos minimos para espécies de importancia pesqueira.

A qualidade e quantidade de embrides produzidos ndo séo apenas resultados dos fato-
res intrinsecos da espécie (como 0s genéticos), mas sao fortemente influenciados por fatores
ambientais (salinidade, temperatura, nutrientes disponivel, chuvas, etc.) (Clarke et al. 1991;
Lardies and Wehrtmann, 2001; Terossi et al. 2010). Estes fatores, com destaque para a tempe-
ratura e disponibilidade de nutrientes, sdo responsaveis pela variedade de estratégias reprodu-
tivas intraespecificas ao longo do gradiente de distribuicdo da espécie e pelas similaridades
interespecificas sob as mesmas condigdes ambientais, resultando em uma grande diversidade
de estratégias existentes em decapodos (Clarke et al. 1991; Lardies and Wehrtmann, 2001;
Terossi et al., 2010; Wehrtmann et al. 2003).

Os camardes do género Alpheus sdo o mais diverso e rico taxa pertencente a familia
Alpheidae, constando atualmente com 310 espeécies descritas no mundo, sendo 33 destas ocor-
rentes na costa brasileira (De Grave and Fransen, 2011; Salgado-Barragan et al. 2017; Sole-

dade and Almeida, 2013). Sao espécies predominantemente de ambientes marinhos e estuari-
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nos das regiBes tropicais e subtropicais (Soledade and Almeida, 2013). O NUmero de pesqui-
sas sobre a biologia reprodutiva com Alpheus no Brasil cresceu nos tltimos dez anos.

Provavelmente, esta expansdo seja fruto do aumento de estudos taxondmicos com o
género e com familia Alpheidae (Anker and De Grave, 2012; De Grave and Fransen, 2011;
Soledade and Almeida, 2013), proporcionando o conhecimento das espécies e localidades
onde ocorrem. As populacdes de algumas espécies marinhas, encontradas no entremarés, sao
abundantes e de facil coleta, proporcionando estudos populacionais (Costa-Souza, observa-
cOes pessoais). Contudo, apesar do crescente interesse em pesquisas com o grupo, desconhe-
ce-se a biologia reprodutiva de muitas espécies e populaces.

O objetivo deste estudo foi conhecer e comparar estratégias de producdo de embrides,
como a fecundidade, volume dos embriGes, razdo entre a biomassa embrionaria e a biomassa
corporea (I.R.), existéncia de correlacdo entre a fecundidade e tamanho corpdreo em fémeas
de seis espécies de dos camarfes-de-estalo Alpheus: A.angulosus, A. bouvieri, A. buckupi, A.
carlae, A. estuariensis e A. nuttingi em duas localidades no nordeste brasileiro. Além disso,
foi verificada a maturidade sexual e a alocacdo energética para o quelipodo maior entre fé-
meas ovigeras e ndo-ovigeras.

Com estes dados, foram testadas as hipdteses de existéncia de diferencas na producéo
de embrides entre a estagdo seca e chuvosa, e de existéncia de diferencas na alocacao energé-
tica (em termos de biomassa) na manutencdo do quelipodo maior em fémeas ovigeras e ndo-
ovigeras.

A primeira hipotese fundamenta-se em estudos realizados com populacdes de A. nut-
tingi e A. carlae de Séo Paulo (sudeste do Brasil) (Pavanelli et al. 2008, 2010). Para estas es-
pécies foram observadas diferencas na producao de embrides entre as estacGes mais quentes e
chuvosas (primavera e verdo, para a regido) e estacoes mais frias e secas (outono e inverno).
Alpheus nuttingi e A. carlae obtiveram fecundidade e IR altos nas esta¢cGes mais quentes e
chuvosas. Para a regido, no periodo de chuvas, ocorre aumento do fluxo de nutrientes nas a-
guas do ambiente, propiciando maior alocacdo energética para reproducdo, e as altas tempera-
turas tendem a aumentar o metabolismo dos mesmos. Diferentemente, nas esta¢cbes mais frias
e secas, a fecundidade e o I.R foram menores nas duas espécies, como resultado do menor
influxo de nutrientes e, possivelmente, da diminui¢do do metabolismo dos individuos.

A segunda hipotese testada e que ainda ndo foi avaliada em espécies de Alpheus, visou
esclarecer se realmente a produgdo de embrides “interfere” no desenvolvimento da biomassa
do quelipodo em fémeas, e quanto de energia é alocada tanto para os embrides quanto para o

quelipodo.
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Esta hipdtese foi baseada em um estudo comportamental em laboratério realizado com
A. angulosus e A. heterochaelis (Hughes et al. 2014). No estudo, os autores analisaram, além
de varios outros aspectos comportamentais e morfologicos entre machos e fémeas, a existén-
cia de diferenca no tamanho do quelipodo de defesa entre fémeas ovigeras e ndo ovigeras das
espécies. Os resultados mostraram que em A. angulosus o quelipodo das ovigeras foi bem
menor, levando os autores a considerar que o custo em manter grandes quelipodos e produzir
embrides pode ser muito alto, porém, elas também precisam do apéndice para defesa (Hughes
et al. 2014).

MATERIAL & METODOS

1. Area do estudo

Fémeas de A. angulosus, A.bouvieri, A. carlae e A. nuttingi foram coletadas na Praia
do Paraiso (8°21°29.1”°S 34°57°00.0”W), Municipio do Cabo de Santo Agostinho, Pernambu-
co. Ja as fémeas de A. estuariensis e A. buckupi foram coletadas no estuario do Rio Paripe
(7°48°38.0”S 34°51°22.1”W), Municipio de Itamaraca, Pernambuco. O regime pluviométrico
da costa pernambucana é marcado por um periodo seco (mais curto) e um chuvoso (mais lon-
go) (Cordeiro et al. 2018). As temperaturas médias anuais de 2015 e 2016 foram 25°C (mini-
ma) e 30°C (maxima), com amplitude térmica de 5°C (APAC). As precipitacGes anuais acu-
muladas maximas foram 259.9 mm (2015) e 505.4 mm (2016), e minimas 4.4 mm (2015) e
2.4 mm (2016) (Fig. 1).

2. Procedimentos de coleta

Quatro coletas em intervalos de 6 meses foram realizadas, sendo duas na estacdo seca
(Fevereiro/2016 e Fevereiro/2017) e duas na chuvosa (Agosto/2015 e Agosto/2016). As a-
mostragens aconteceram nos periodos de marés baixas de sizigias, no entremarés, com esfor-
co amostral de 4 horas com quatro pessoas coletando. As fémeas de A. angulosus, A. bouvieri,
A. carlae e A. nuttingi foram capturadas sob rochas utilizando pucas ou a méo. Alpheus buc-
kupi foi coletado com peneiras de malha 1.5 mm, as quais foram passadas no solo lamoso, em
meio as conchas de ostras, folhico, ou sob troncos em putrefacdo e em esponjas estuarinas.

Fémeas de A. estuariensis foram coletados de suas galerias em sedimento lamoso com

bomba de succdo de PVC com 50 mm de diametro e 70 cm de comprimento, sendo padroni-
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zado 5 succgOes por galeria observada. A cada succdo, o sedimento foi despejado em peneira
com malha 1.5 mm e peneirado para visualizacdo dos camardes. Os camardes foram coloca-
dos em sacos plasticos com agua do ambiente, devidamente separados e etiquetados, e conge-

lados em freezers no laboratorio.

3. Procedimentos laboratoriais

No laboratdrio, as espécies foram identificadas utilizando a chave de identificacdo de
Soledade e Almeida (2013). Todas as fémeas e seus respectivos embrides, quando presentes,
foram fotografadas com camara digital acoplada ao estereomicroscépio. As fotos foram
processadas no programa computacional Image J, 1.51n (Rasband, 2012) e obtidas as medidas
de Comprimento da Carapaca (CC) — medida da ponta do rostro até a regido posterolateral ca
darapaca; largura da pleura (LPI) — medida na altura da porcdo mesial da pleura; largura do
segundo esternito (LE) — medida da porcdo ventro-lateral, e diametro menor e maior dos
embrides.

Os embrides foram retirados dos pledpodos abdominais das fémeas com pincel,
contados com contador analégico manual e classificados quanto ao estadgio de
desenvolvimento embrionério. A classificacdo seguida foi a proposta por Wehrtmann (1990),
o0 qual determina trés estagio de desenvolvimento: Estagio Inicial (1), sem evidéncia dos olhos
e vitelo ocupando 75-100% do volume dos embriGes; Estagio Intermediario (I1), olhos vesti-
giais, vitelo ocupando cerca de 50-75% do volume; Estéagio Final (I11), olhos bem desenvolvi-
dos, vitelo ocupando 25-50% do volume. As porcentagens de vitelo em cada estagio foram
estabelecidas por Mossolin et al. (2006).

Algumas fémeas carregavam ovos de tamanho pequeno e coloragdo esbranquicada,
provavelmente recém liberados, talvez ainda infertilizados. Devido a impossibilidade de clas-
sifica-los, esses ovos foram utilizados apenas nas inferéncias sobre a maturidade sexual e a
alocacdo energética em funcdo do quelipodo.

Ap0s as fotografias, os quelipodos foram retirados junto ao ponto de articulagdo com
corpo de cada camardo. Os corpos e 0s respectivos quelipodos foram colocados em formas
feitas com papel aluminio, devidamente identificadas por espécie, e pesadas em balanga de
precisdo (com 4 casas decimais). Posteriormente, as formas contendo os camarfes foram co-
locadas em estufa a temperatura de 70°C por 48 horas. Em seguida, os corpos e quelipodos
foram pesados na mesma balanca para obtencdo do peso seco (P.S. = Peso do camardo ou
quelipodo seco na forma — Peso da forma). Apds a pesagem, os corpos e os quelipodos foram

incinerados em mufla & 475°C por 5 horas e obtido o peso de cinzas (P.C. = Peso das cinzas
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na forma — peso da forma). A biomassa (Peso Seco Livre de Cinzas) foi calculada usando o
Peso Seco menos o0 Peso de Cinzas (B = P.S. — P.C.). Ao final, foram obtidas duas medidas de
biomassa: a biomassa do corpo inteiro (B.C.) (corpo + quelipodo) e a biomassa do quelipodo
(B.Q.). As fémeas que estavam sem apéndices, com o quelipodo em regeneracdo e eram de
tamanho muito pequeno (cujo peso ndo pdde mensurado na balanga) ndo foram utilizadas para
0 célculo da biomassa.

As massas de embribes do estagio inicial de desenvolvimento das respectivas fémeas
foram colocadas em formas de aluminio, previamente pesadas em balanca de precisdo de 7
casas decimais e levadas a estufa com temperatura de 70°C por 24 horas. Ap0s a secagem, 0S
embrides foram pesados na mesma balanca para obtencao da biomassa.

4. Analises estatisticas

A maturidade sexual das fémeas por espécie foi estimada de duas maneiras: maturida-
de individual e o tamanho médio da primeira maturagdo (CC50%). A maturidade individual
foi obtida a partir da fémea ovigera de menor CC. O tamanho médio da primeira maturacédo
(CC50%) representa o comprimento da carapaca em que 50% das fémeas observadas estao
ovigeras. Para a andlise, intervalos de classes de CC com 0.5 mm de amplitude foram criados,
e a frequéncia relativa por classe de CC de todas as fémeas ovigeras, foi calculada e construi-
da a curva de maturacédo ajustada conforme a equacao logistica y = 1/(1 + exp [~ (a + Bcc)]),
usando o método da soma dos quadrados (Vazzoler, 1996).

A existéncia de relacdes entre o CC e a fecundidade (baseda em fémeas com embribes
em estagio 1), LPI e fecundidade e LE e fecundidade por estagdes foi verificada utilizando
teste de correlacdo de Pearson. Posteriormente, foi aplicado teste de analise de covariancia
(ANCOVA) a fim de verificar diferencas entre as estacfes. Possiveis diferencas nas fecundi-
dades médias das fémeas apresentando embrides entre os trés estagios de desenvolvimento
embrionario foram verificadas aplicando teste de Anélise de Variancia one-way (ANOVA) e
teste de Tukey a posteriori a fim de constatar existéncia de perdas de ovos ao longo do desen-
volvimento embrionério.

De cada massa de embrides, nos trés estagios de desenvolvimento, 15 embriGes foram
separados e as medidas didmetro menor (d1) e maior (d2) obtidas para o calculo do volume
embrionario. A formula do volume usada foi v =1/6 x ® x (d1)*> x d2 (onde, v = volume do
embrido em milimetros cubicos; d1 = diametro menor e d2 = didametro maior), proposta por
Bauer (1991). Diferencas entre valores médios dos volumes entre os estagios de desenvolvi-

mento foram verificadas aplicando teste de Analise de Variancia one-way (ANOVA) e teste
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de Tukey a posteriori. O aumento do volume (%) entre os estagios de desenvolvimento em-
brionarios foi calculado usando regra de trés, fixando como 100% de aumento o volume mé-
dio no estagio I, comparando as diferencas no aumento entre os estagios I, Il e 111.

O investimento reprodutivo (I.R.) foi calculado utilizando a razdo biomassa do corpo
(B.C.) das fémeas ovigeras pela biomassa dos embrides (B.E.) em estagio inicial (B.C./B.E.)
(Clarke et al. 1991).

Diferencas entre fecundidades médias, volumes médios dos embrides, I.R. e alocacédo
energética de fémeas com embriBes no estagio | foram verificadas entre as estacdes seca e
chuvosa, aplicando o teste de Analise de Covariancia e teste de Tukey a posteriori.

A alocacdo energética em funcdo do quelipodo foi obtida a partir da razdo entre bio-
massa do quelipodo (B.Q.) e a biomassa do corpo (B.C.), formula adaptada de Clarke et al.
(1991), e comparada entre as fémeas ovigeras e ndo ovigeras a fim de verificar diferencas na
alocacdo entre as duas condigdes reprodutivas.

Os dados de CC foram testados quanto a normalidade utilizando-se o teste Shapiro-
Wilk (S-W) e os devidos testes estatisticos foram aplicados. A probabilidade de significancia

utilizada nos testes foi p = 0.05.

RESULTADOS

Foi coletado um total de 165 fémeas de A. angulosus, 233 fémeas de A. bouvieri, 274
fémeas de A. buckupi, 231 fémeas de A. carlae, 539 fémeas de A. estuariensis e 195 fémeas
de A. nuttingi. O CC médio das fémeas de A. angulosus, A. buckupi e A. carlae apresentaram
CC similares entre si, fémeas de A. bouvieri foram as menores e de A. estuariensis foram as
maiores dentre as seis espécies (ANOVA — one way F = 60.42, p > 0.001; teste de Tukey a
posteriori p > 0.001 e P < 0.001) (ver Tabela 1).

A menor fémea ovigera foi observada em A. bouvieri e A. carlae, ambas com 2.5 mm
de CC, a maior foi A. nuttingi com 6.2 mm de CC. Alpheus bouvieri foi a que obteve menor
valor de CC50% (4.8 mm) e A. nuttingi foi a de maior valor (9.3 mm) (Fig. 2) (Tabela 1).

Tabela 1 — NUmero total de fémeas ovigeras e ndo-ovigeras, comprimento médio da carapaca
(CC) e devio padrao (D.P), tamanho da maturidade individual e Cc medio da maturidade. Le-

tras iguais indicam similaridades entre os tamanhos. Medidas em milimetros (mm).

NOmero de NUmero de CC CC da Maturidade @ CC50%

Especies Ovigeras  Nao-ovigeras  (Média+ D.P.) individual (Maturidade
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morfologica)

A. angulosus 93 72 6.6 £ 1.8 (a) 4.1 6.1
A. bouvieri 166 67 55+£1.3(b) 2.5 4.8
A. buckupi 105 169 6.3+2.1(a) 3.3 7.0
A. carlae 90 141 6.4 2.0 (a) 2.5 6.7
A. estuariensis 283 256 8.3+2.6(c) 4.5 8.2
A. nuttingi 59 139 7.4 +3.1(d) 6.2 9.3

A fecundidade foi positivamente correlacionada com o CC e com as duas medidas ab-
dominais (CPI e LE) nas seis espécies, com o0 nimero de embrides produzidos aumentando na
medida em que aumenta o tamanho da fémea (Fig. 3).

Alpheus nuttingi foi a espécie com maior fecundidade média (344 + 244 embrides)
(Tabela 2). As fecundidades médias das fémeas carregando embrides em estagio | de A. angu-
losus, A. bouvieri, A. buckupi e A. carlae ndo apresentaram diferencas significativas entre si
(ANCOVA - one way; Teste de Tukey a posteriori, comparacfes entre os tratamentos p >
0.001), mas diferiram das fecundidades de A. estuariensis e A. nuttingi (ANCOVA — one way;
Teste de Tukey a posteriori, p < 0.001), que, por sua vez, também diferiram entre si (p >
0.001).

De modo contrario, os volumes dos embrides (estagio 1) de A. angulosus, A. bouvieri,
A. buckupi e A. carlae foram significativamente diferentes entre si (ANOVA — one way; Teste
de Tukey a posteriori, entre os tratamentos p < 0.001). Ja os volumes entre A. estuariensis e
A. bouvieri, e entre A. nuttingi e A. carlae ndo diferiram (ANOVA — one way; Teste de Tukey
a posteriori, p > 0.001) (Tabela 2).

A fecundidade média entre os trés estagios de desenvolvimento embrionario ndo dife-
riu em A. bouvieri e A. buckupi. Diferentemente, em A. angulosus, A. carlae, A. estuariensis e
A. nuttingi a fecundidade média diferiu entre o estagio I e I, e I e 11l (Tabela 2).

Em A. angulosus, A. buckupi, A. carlae e A. estuariensis, o volume médio dos embri-
Oes foi diferente entre os trés estagios (Tabela 2). Ja em A. bouvieri e A. nuttingi, ndo houve
diferenga significativa entre os estagios | e 11, porém, os volumes nestes estagios foram dife-
rentes do estagio I11. A maior porcentagem de incremento total do aumento foi observada em
A.  buckupi (166.6%) e a menor foi em A. bouvieri  (62.5%).
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Tabela 2 — Fecundidade, volume e aumento do embrido nos trés estagios de desenvolvimento nas seis espécies Alpheus Fabricius, 1798 da Costa

de Pernambuco, Brasil. Letras diferentes indicam diferencas entre as médias e iguais indicam similaridades; [letra] = comparacdes entre as espé-

cies no estagio I. Min.= minimo; Max.= maximo; D.P. = desvio padrdo; ANCOVA (Andlise de Covariancia — One-way) ANOVA (Analise de

variancia).
, . , . ., . - Vol - L. A
Espécies Estagio Individuos Fecundidade Analise 0 umewdo em Analise umento do
brido volume
n Min — Méx. Média/DP Média/DP %
| 67 15-471 135+ 99 [a] a . 0.09 £0.03 [a] a . 66.6 1 —11
A. angulosus I 15 36 - 213 97 +53 b ANCONA TS 0.15+0.05b NS S 13.3 11—l
p>0.05 p <0.05
1 10 31-145 84 +44 1 0.17+0.04 ¢ 88.9 Total
| 63 10—444 104 +79[a]a ~ 0.08 £ 0.04 [b] a B -
A. bouvieri I 29 11 - 269 86 +65a ANCOVAF =0.75 0.08 +0.03 a ANOVAF = 147.1 62.5 11— 11l
p>0.05 p <0.05
1 65 16 — 287 84 +48 a 0.13+0.07b 62.5 Total
| 40 157 - 124 157+ 124 [a]a B 0.06 +£0.02 [c] a . 66.6 1 - 11
A. buckupi I 17 114 - 60 114 +60 a ANGIOVIA P BI04 0.10+0.02b ANOVA =400 60 11— 111
p>0.05 p <0.05
1 24 129 - 69 129+69 a 0.16 +0.07 ¢ 166.6 Total
I 56 7-328 127 £ 74 [a] a B 0.10 £ 0.05 [d] a _ 60 1 —1I
A. carlae I 12 10-211 72+65b ANCOVAF =11.4 0.16 £0.05b ANOVAF = 302.7 62.5 11 —IlI
p <0.05 p <0.05
1l 12 4-191 61+51b 0.26 £0.13 ¢ 160 Total
| 126 31-542 241 £ 122 [b]a N 0.08 £0.03 [b] a . 75111
A. estuariensis I 34 39-516 142 £ 103 b AN AFEE 0.14+0.05b ANOTAEEGEE 50 11— 11
p <0.05 p <0.05
1] 47 21 -613 173+1320b 0.21+0.10¢ 162.5 Total
| 30 27-1218 344 +244[c]a _ 0.11 +0.05 [d] a _ 20111
A. nuttingi I 12 23 -517 213+178b ANCOVAF =624 0.12+0.05a ANOVAF =144.2 40 11— 111
p <0.05 p <0.05
1 15 53 — 599 214 +157b 0.20+0.09b 81.8 Total




Tabela 3 — Dados de fecundidade, volume dos embrides e investimento reprodutivo (I.R.) com embriGes em estagio | entre a estagdo seca

e chuvosa de fémeas das seis espécies de Alpheus Fabricius, 1798 da Costa de Pernambuco, Brasil. D.P. = Desvio Padrdo, n = numero de

individuos.
Espécies  Estacdo n Fecundidade  Teste Volume em- . Investimento Re- 4,
brides produtivo
Média/D.P. Média/D.P.
A. angulosus Ch 22  132+98 t=-042 0.09+0042 t=707 007003 7% t=235
Se 45 138+1008 p>0.005 0.10+0.042 p>0.005 0.06+0.022 6% p>0.005
. Ch 28  101+98 t=-0.14 0.08+0.058 U=688 0.10+0.072 10% U=1318
A. bouvieri 0
Se 34 104+53 p>0.005 0.08+0022 p>0.005 009+0.05 9% p>0.005
Ay TR Ch 17 198+1478 t=-172 0.05+0.022 t=7.83 0.07+00628 7% t=031
' Se 22 126+90° p>0.005 0.06+0.01° p>0.005 007+005 7% p>0.005
Ch 33 114+74* t=-128 011+0.058 t=7.09 011+0.06% 11% t=2.27
A. carlae b b 70
Se 25  143+70* p>0.005 0.08+0.04° p<0.005 007+005° 7% p<0.005
o Ch 69 199+1242 t=-1.17 0.07+003% t=124 006+0.05 6% t=0.29
A. estuariensis b 3
Se 57 174+109° p>0.005 0.10+0.03° p<0.005 0.06+0.042 6% p=>0.005
. Ch 18 322+183* t=0.57 012+004 U=414 0.07+005 7% t=044
A. nuttingi 0
Se 12 377+3112 p>0.005 0.11+0.022¢ p>0.005 008+0042 8% p=>0.005




A fecundidade média entre as estacGes chuvosa e seca ndo diferiu nas seis espécies
(Tabela 3). Entre as espécies coletadas na Praia do Paraiso, local com aguas de maior salini-
dade, A. angulosus, bouvieri e A. nuttingi, o volume médio dos embrides também nao diferiu
entre as estacdes, com excecdo de A. carlae, que apresentou maior volume na estacdo chuvo-
sa. Nas obtidas no estuério, A. buckupi e A. estuariensis, o volume médio foi maior na estacao
seca (Tabela 3). Com relagdo ao investimento reprodutivo, ndo houve diferenca significativa
no IR entre as duas estacfes em A. angulosus, A. bouvieri, A. buckupi, A. estuariensis e A.
nuttingi. Alpheus carlae foi a Gnica espécie com maior IR na estacdo chuvosa (Tabela 3).

Nas seis espécies, os valores médios da razdo entre a biomassa do quelipodo e a bio-
massa corpoOrea foram maiores nas fémeas ndo ovigeras, indicando que nesta fase ha uma

maior alocacdo energética para o desenvolvimento/manutencao do quelipodo (Tabela 3).

Tabela 3 — Valores médios das razBes entre biomassa do quelipodo (BC) e a biomassa corpo-
rea (BC) das fémeas ovigeras e ndo ovigeras das seis espécies de Alpheus Fabricius, 1798 da

Costa de Pernambuco, Brasil. s = significativo valor de p < 0.005.

Investimento no quelipodo (BQ/BC)

Espécies . .
pect N&o-Ovigera Ovigera Test t
Média + Desvio Padrdo Média + Desvio Padrdo
A. angulosus 0.29+0.17 0.21+0.04 t =4.35s
A. bouvieri 0.37+£0.10 0.31 +£0.08 t=3.94s
A. buckupi 0.26 + 0.08 0.22 +0.04 t = 4.65s
A. carlae 0.27£0.11 0.21 +£0.05 t=4.38s
A. estuariensis 0.26 £0.10 0.23+0.04 t=3.57s
A. nuttingi 0.40+0.16 0.19 +0.06 t=9.37s




DISCUSSAO

O tamanho que corresponde a maturidade sexual das fémeas de Alpheus foi bastante
variavel, mesmo para as espécies A. angulosus, A. buckupi e A. carlae cujas fémeas possuiram
tamanhos (CC) similares entre si. Estes resultados indicam a existéncia de estratégias reprodu-
tivas diferentes, sinalizando momentos distintos de maturacdo, apesar de serem espécies filo-
geneticamente muito proximas e estarem submetidas aos mesmos fatores ambientais, pois séo
populacdes simpatricas (A. angulosus, A. bouvieri, A. carlae e A. nuttingi da Praia do Paraiso,
e A. buckupi e A. estuariensis do estuario do Rio Paripe).

A temperatura e a disponibilidade de nutrientes sdo os principais fatores ambientais
que influenciam o desenvolvimento gonadal e o crescimento dos caracteres morfolégicos es-
senciais para reproducdo em fémeas de crustaceos decapodos como as estruturas abdominais,
as cerdas ovigeras, o receptaculo seminal e os gondporos (Bauer, 2004; Hartnoll, 2001; Raviv
et al. 2008; Sganga et al. 2016). A sazonalidade destes fatores é responsavel pela existéncia de
tendéncias e, até mesmo, pela sincronia reprodutiva inter e intraespecificas em muitas comu-
nidades marinhas (Hartnoll, 2001; Lopez-Martinez et al. 2003; Raviv et al. 2008; Sastry,
1983). Contudo, as espécies tém suas particularidades adaptativas, desenvolvendo a estratégia
de vida mais vantajosa que reflete na reproducéo e tempo de maturidade.

Presume-se que a energia investida em reproducédo e crescimento tenha sido diferente
entre as espécies de Alpheus, uma vez que pelo menos trés das seis foram de tamanhos dife-
rentes entre si e entre, 0 que pode ter influenciado no tamanho da maturidade sexual. Isto po-
de ser constatado ao analisar os resultados de crescimento relativo entre as fases jovens e a-
dultas destas mesmas espécies, o qual demonstrou diferencas nas taxas de crescimento das
estruturas corporeas (Costa-Souza et al. dados ndo publicados). Por outro angulo, as diferen-
cas na maturidade sugerem a existéncia de estratégia de vida e reprodutiva diferenciadas entre
as seis espécies.

Nas seis espécies, a fecundidade e o tamanho da carapaca foram fortemente correla-
cionados, indicando aumento no potencial reprodutivo (em numero de embrides) na medida
em que aumenta o tamanho das fémeas. Esta relacdo tem sido reiteradamente observada em
Alpheus, como nas populacGes de A. carlae (S&o Paulo e Bahia), A. buckupi (Bahia), A. nut-
tingi (S0 Paulo), A. brasileiro (S&o Paulo), A. estuariensis (Bahia), A. euphrosyne (india), A.
heterochaelis, A. normanni e A. armilattus (EUA e México) (Costa-Souza et al. 2014; Corey
and Reid, 1991; Harikrishnan et al. 2010; Mossolin et al. 2006; Pavanelli et al. 2008, 2010;
Pescinelli et al. 2016; Soledade et al. 2017).



Biologicamente, esta correlacdo decorre de dois pontos-chave: aumento da capacidade
de producdo de odcitos e aumento do espaco abdominal para assegurar a crescente massa de
embrides. Em carideos, diversos estudos tém se referido muito a questdo da maior disponibi-
lidade de espago abdominal, uma vez que o crescimento da carapaca reflete o crescimento das
estruturas componentes do abdome (Corey and Reid, 1991; Mossolin et al. 2006; Pavanelli et
al. 2008, 2010). Entretanto, raros estudos testaram a questdo do espago com medidas do pro-
prio abdomen (ver Oliveira et al. 2018). Alguns estudos relataram que a expansao da pleura e
do esternito do segundo somito abdominal em camardes carideos proporciona acomodacao
analoga a uma “camara incubadora” que segura e protege 0S embrides (Bauer, 2004; Sganga
et al. 2016).

Nas espécies de Alpheus estudadas, as relacdes entre as medidas abdominais (pleura e
esternito do segundo somito abdominal) também demonstraram correla¢do positiva com au-
mento da fecundidade, semelhante ao observado no alfeideo Salmoneus carvachoi (Oliveira et
al. 2018), confirmando a importancia destas estruturas no cuidado parental.

Os resultados de fecundidade revelaram que A. angulosus, A. bouvieri, A. buckupi e A.
carlae produzem quantidades similares de embrides. Em espécies congéricas, o tamanho tém
sido um dos fatores relacionados ao numero de embrides produzidos (Bauer, 1991; Corey and
Reid, 1991; Harikrishnan et al. 2010; Soledade et al. 2018). Espécies maiores tendem a pro-
duzir mais embrides, comparadas as de pequeno tamanho (Bauer, 1991; Pavanelli et al. 2010;
Soledade et al. 2018).

Dentre as espécies estudadas, A. angulosus, A. buckupi e A. carlae apresentaram ta-
manhos e fecundidades semelhantes, ao passo que A. estuariensis e A. nuttingi foram maiores
(e de tamanhos diferentes entre si) e mais fecundas que as demais espécies. Alpheus bouvieri
foi a menor, porém, apesar da fecundidade média ter sido similar a de A. angulosus, A. bucku-
pi e A. carlae (espécies maiores), observa-se que a fecundidade média da espécie foi apenas
levemente inferior a das demais. Diante disto, 0 conjunto dos resultados para as seis espécies
fortalece o pressuposto apontado acima.

Contudo, outros fatores, como 0s genéticos e ambientais, sdo determinantes na fecun-
didade e ndo podem ser excludentes diante do contexto ecoldgico (Bauer, 1991; Hines, 1991;
Lardies and Castilha, 2001). A literatura tem mencionado o efeito da variacdo dos fatores am-
bientais em diferentes latitudes sobre o tamanho dos individuos e a producéo de embriGes em
carideos marinhos do entremarés (Lardies and Wehrtmann 2001; Terossi et al. 2010, Lardies
et al. 2008). Claramente, ha uma tendéncia populacional de ordem inversa (fecundidade ver-

sus tamanho), com aumento do tamanho dos individuos, diminui¢do da fecundidade e aumen-



to do volume dos embribes em direcdo as altas latitudes, sendo o contrario em diregdo as regi-
Oes de baixas latitudes (Lardies and Wehrtmann 2001; Lardies et al. 2008; Wehrtmann et al.
2011). Além disso, distarbios antrépicos locais podem influenciar diretamente na fecundidade
independente do tamanho das espécies (Lardies et al. 2008; Mantelatto et al. 1999).

Logo, sugere-se que este pressuposto deva ser considerado apenas quando se trata de
populacbes congenéricas que vivem em mesma localidade/latitude, submetidas a fatores am-
bientais semelhantes.

Ao contréario da fecundidade, o volume inicial dos embrides produzidos em A. angulo-
sus, A. bouvieri, A. buckupi e A. carlae foi diferente entre estas espécies, enquanto que entre
A. estuariensis e A. bouvieri, e entre A. nuttingi e A. carlae apresentaram volumes praticamen-
te idénticos.

Em Decapoda, o volume (ou tamanho) inicial dos embrides é determinado, basicamen-
te, pela quantidade de agua absorvida e contetdo orgénico (lipidios, carboidratos e proteinas)
(Clarke, 1983, 1993; Kulkarni & Nagabhushanam, 1979; Lardies and Wehrtmann, 1997; Ro-
driguez-Gonzalez et al. 2006; Wehrtmann and Graeve, 1998; Wehrtmann and Kattner, 1998).
A salinidade do meio e o contetdo inorganico do ovo sdo os principais fatores (externos e
internos, respectivamente) que regulam a absorcdo de agua (potencial osmotico) pela mem-
brana do ovo (Lardies and Wehrtmann, 1997; Wehrtmann and Kattner, 1998). A disponibili-
dade de nutrientes do meio e a variacdo de temperatura sdo responsaveis pela quantidade de
matéria organica que é assimilada e metabolizada para a producdo dos embrides (Wehrtmann
and Kattner, 1998; Garcia-Guerrero et al. 2003).

Possivelmente, a salinidade, os nutrientes do meio e a temperatura ndo sejam os fato-
res determinantes nas diferengas de volume observadas entre A. angulosus, A. bouvieri, A.
carlae e A. nuttigi, e entre A. buckupi e A. estuariensis, ja que elas, como vivem em simpatria,
estdo sujeitas as mesmas condic¢Bes abidticas. Uma possivel explicacdo para as diferengas
observadas seria a absorcdo de agua diferencial (como resultado da diferenca da composi¢édo
inorganica) e na quantidade energia assimilada pelas fémeas destinada a producéo de embri-
0es.

Diferencas na quantidade de vitelo tém sido relacionada a duracdo do desenvolvimen-
to embrionario e a fase em que as larvas eclodem. Grandes quantidades de vitelo permitem
periodos prolongados de incubacao, resultando na ecloséo de larvas em fases mais avancadas
(como decapoditos) (Thatje et al. 2004). Este tipo de estratégia tem sido interpretada como

um mecanismo adaptativo de sincronia na liberacdo de larvas em regibes de curtos periodos



de producdo primaria/disponibilidade de alimentos, como acontece em altas latitudes geogra-
ficas (Thatje et al. 2003, 2004).

Outras espécies simpatricas de Alpheus também tiveram o volume do embrido diferen-
te entre si, como A. buckupi e A. carlae da Bahia (Soledade et al. 2017), e A. carlae e A. nut-
tingi de Sdo Paulo (Pavanelli et al. 2008, 2010). Contudo, ainda ndo se conhece o desenvol-
vimento larval destas espécies tanto quanto para as das espécies do presente estudo. A fim de
solucionar estas lacunas no conhecimento, percebe-se a grande necessidade de estudos com a
biologia das larvas relacionadas as condi¢des abidticas do meio.

Em quatro das seis espécies, A. angulosus, A. bouvieri, A. buckupi e A. nuttingi, ndo
foi observada perda de embrides (diminuicdo da fecundidade) ao longo dos estagios de desen-
volvimento embrionario. Nos camardes carideos tais perdas sdo primariamente relacionadas
ao aumento do volume dos embrides no decorrer do desenvolvimento, que reflete no aumento
de toda massa embrionéria suportada na regido abdominal (Balasundaran and Pandian, 1982;
Corey and Reid, 1991; Lardies and Wehrtmann, 1997). No caso das espécies estudadas, ape-
sar do aumento no volume entre os trés estagios, ndo foram observadas perdas significativas
de embriBes (ver Tabela 2). O mesmo foi observado nas populacdes de A. carlae (Sao Paulo),
A. buckupi (Bahia), A. estuariensis (Bahia), A nuttingi (S&o Paulo) e A. brasileiro (Sdo Paulo)
(Costa-Souza et al., 2014; Pavanelli et al. 2008, 2010; Pescinelli et al. 2016; Soledade et al.
2017).

Espaco abdominal suficientemente grande, o cuidado parental relacionado a perma-
néncia do macho no mesmo abrigo (junto da fémea ovigera) e o habito criptico das espécies
associado a pouca motilidade das fémeas quando ovigeras sdo explicacdes propostas para a
manutencdo dos embrides ao longo do desenvolvimento (Costa-Souza et al., 2014; Pavanelli
et al. 2008, 2010; Pescinelli et al. 2016; Soledade et al. 2017). No caso das espécies de Al-
pheus aqui estudadas, acredita-se que estas também sejam as causas mais possiveis, conside-
rando todo o contexto ecologico do grupo.

A porcentagem de aumento total do volume dos embrides foi bastante variada entre as
espécies. Os embrides de A. buckupi, A. carlae e A. estuariensis tiveram aumento maior que o
dobro, com valores muito proximos entre si. Alpheus bouvieri foi a que menos aumentou.
Comparado as outras populagdes brasileiras de Alpheus ja estudadas, A. buckupi (Bahia, 33%
de aumento), A. nuttingi (Sdo Paulo, 87%), A. carlae (Sao Paulo, 64.3%) e A. estuariensis
(Bahia, 45%) tiveram um menor incremento de aumento do volume que as de Pernambuco
(Costa-Souza et al. 2014; Pavanelli et al. 2008, 2010; Soledade et al. 2017).



O aumento da absor¢do de 4gua em todo o periodo de incubacdo é um dos fatores fisi-
oldgicos mais importantes a explicar o volume embrionario (Lardies and Wehrtmann, 1997;
Wehrtmann and Kattner, 1998). A agua tem uma importancia impar na protecdo do embrido,
agindo como um regulador interno contra as flutuacdes das variaveis abioticas externas, além
de facilitar a ecloséo larval (Lara and Wehrtmann, 2009; Wehrtmann and Lardies 1999; Pan-
dian, 1970; Wehrtmann and Kattner, 1998).

Né&o foi observada, entre os periodos secos e chuvosos, variagdo no nimero de embri-
0es produzidos nas seis espécies de Alpheus e no volume de A. angulosus, A. bouvieri e A.
nuttingi. Por outro lado, o volume do embrido em A. carlae, A. estuariensis e A. buckupi pare-
ce ter sido afetado. Alpheus estuariensis e A. buckupi produziram embrides maiores na esta-
cdo seca. Ja os de A. carlae foram maiores na chuvosa.

Na populacédo de A. nuttingi foi observada nitida diferenca na fecundidade e volume
embrionario, com os maiores valores no periodo chuvoso (Pavanelli et al. 2010). Essas dife-
rencas foram relacionadas ao aumento da entrada de nutrientes devido as fortes chuvas e a
passagem da corrente oceanica da Agua Central do Atlantico Sul nesta época do ano para re-
gido, permitindo, assim, maior aporte nutricional para a producdo de embrides (Pavanelli et al.
2010).

No mesmo periodo de coleta das espécies de Alpheus, foi realizado um estudo de mo-
nitoramento da biomassa fitoplancténica e dos parametros hidrolégicos na Baia de Suape
(Pernambuco) (Cordeiro et al. 2018). De acordo com a pesquisa, 0s dados pluviométricos
foram bem abaixo da média historica devido ao fendBmeno do El Nifio, porém, o regime pluvi-
omeétrico (no que se refere ao periodo seco e chuvoso) natural da regido ndo foi afetado. No
entanto, a salinidade, os nutrientes como o nitrato e fosfato, e a biomassa fitoplanctonica (clo-
rofila-a mensurada) ndo variaram entre estes periodos (Cordeiro et al. 2018). E provavel que
estes fatores tenham relagcdo com a manutencéo da producdo de embrides em A. angulosus, A.
bouvieri e A. nuttingi nestes dois periodos. No caso de A. carlae, que é da mesma localidade,
algum outro fator, que ndo pode ser identificado neste estudo, pode ter influenciado no maior
volume na estacdo chuvosa.

Por ocorrerem em ambiente de manguezal, espera-se que a producdo embrionéria de
A. estuariensis e A. buckupi néo seja afetada pela disponibilidade de nutrientes. Apesar de a
fecundidade ter sido mantida entre os periodos secos e chuvosos, 0s embrides destas espécies
tiveram seu maior volume na seca. A salinidade é um dos parametros que influéncia no volu-
me dos embrides, por regular a dindAmica osmotica, como mencionado acima. Espera-se que

no periodo chuvoso ocorra uma diminuicdo da salinidade das &guas estuarinas (Silva et al.



2009) e, talvez, como resposta, maior aumento do volume embrionério. Contudo, ndo foi o
aconteceu em A. estuariensis e A. buckupi. Além disso, nossos dados ndo nos permitem con-
cluir precisamente sobre essas diferencas.

Apesar das diferencas no volume do embrido em trés das seis espécies de Alpheus es-
tudadas, o investimento reprodutivo (IR) na maioria delas (A. angulosus, A. buckupi, A. bou-
vieri, A.estuariensis e A. nuttingi) foi 0 mesmo nas duas estacdes. Apenas A. carlae teve um
expressivo IR na estacdo chuvosa. As populacdes de A. carlae e A. nuttingi de Sdo Paulo
também tiveram maior investimento nesta estacdo, que foi relacionado com as condicdes fa-
voraveis de nutrientes e temperatura do periodo em questdo (Pavanelli et al. 2008, 2010).

Como os principais fatores ambientais ndo variaram entre o periodo seco e chuvoso na
Praia do Paraiso, € previsto que o IR também néo varie nas espécies de obtidas nesta localida-
de. Quanto as espécies obtidas no estuario do Rio Paripe, este resultado indica que possivel-
mente as diferengas no volume se devam ao aumento de &gua, que nédo interfere na biomassa
seca dos embriBes utilizada para esta analise. Logo, pode-se presumir que a disponibilidade de
nutrientes, responsavel pela dinamica da biomassa corpo/embrido, nao tenha variado signifi-
cativamente entre as estacGes no manguezal do Rio Paripe.

Das espécies de Alpheus estudadas até 0 momento, 0 maior investimento reprodutivo
observado foi de 44% em A. saxidomus Costa Rica (Wehrtmann and Graeve, 1998) e o menor
foi de 4% em A. carlae da Bahia (Soledade et al. 2017). Mesmo existindo diferencas de IR
entre as estacdes nas populacBes do presente estudo, observa-se que a variagdo esta dentro do
que ja foi documentado para espécies do género (ver Soledade et al. 2017).

O investimento energético no quelipodo foi maior nas fémeas ndo-ovigeras em todas
as espécies estudadas. Isto demonstra que o quelipodo é um apéndice biologicamente impor-
tante para as fémeas, uma vez que muita energia € despendida para o seu desenvolvimento —
variando de 26% em A. buckupi a 40% da biomassa em A. nuttingi — contudo, ocorre uma
significativa reducdo na alocacao energética quando a fémea esta ovigera.

Ap0s o alcance da maturidade sexual, boa parte da energia assimilada dos nutrientes é
direcionada na vitelogénese do odcito que sera utilizada pelo embrido em todo o seu desen-
volvimento (Kulkarni and Nagabhushanam, 1979; Rodriguez-Gonzalez et al. 2006). Manter
igualitariamente dois processos concorrentes em termos energeticos (producdo de odcitos e
crescimento do quelipodo) seria um custo muito alto para as fémeas de Alpheus. Por outro
lado, deixar de alocar energia para o quelipodo, ap6s a maturidade, custaria a sobrevivéncia
das fémeas, pois, ele tem a mesma fungéo (predacéo, defesa e sinalizagcdo) e importancia que

0 dos machos. Por fim, os achados no presente estudo complementam o estudo mofologico



realizado por Costa-Souza et al. (enviados para a publicacdo), trazendo fortes indicios que o
dimorfismo quanto a robustez do quelipodo entre machos e fémeas pode ser resultado da pro-
ducao de embrides por parte das fémeas, como o sugerido por Hughes et al. (2014) em A. an-

gulosus.

CONCLUSOES

Os dados de maturidade, volume do embrido e incremento de aumento ao longo dos
estagios embrionarios sugerem a existéncia de diferencas nas estratégias reprodutivas entre as
espécies de Alpheus, apesar de estarem submetidas as mesmas condi¢des ambientais. Contu-
do, a similaridade entre a fecundidade A. angulosus, A. buckupi, A. bouvieri e A. carlae e a
existéncia de correlacdo positiva da fecundidade vs. tamanho em todas as espécies indicam
convergéncias adaptativas, que podem estar relacionadas as pressdes seletivas do meio. Resul-
tados da fecundidade e IR entre as estacOes secas e chuvosas (principalmente em A. angulo-
sus, A. bouvieri e A. nuttingi) revelaram que as chuvas em si ndo interferiram na producéao de
embribes e nem nos fatores ambientais relacionados a reproducéo nas populacdes da Praia do
Paraiso, e que 0 mais importante é considerar como se da a dindmica local destes fatores para
as populacdes em estudo. E notdrio que o desenvolvimento do quelipodo demanda muita e-
nergia para as fémeas, até mais que a reproducdo, sendo provavelmente um dos principais

fatores que influenciam na producédo de embriGes.
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Figura 1. Dados de precipitacio mensal das duas localidades estudadas na Costa de
Pernambuco, Brasil. Barras brancas: Municipio de Itamaracd; barras pretas: Municipio do

Cabo de Santo Agostinho.



Fecundity

600 600
Alpheus angulosus ) Alpheus angulosus
500 I 500 500
. / A .
f
400 Fec=2.208e052161 e ;% 400] Fec=73s7e0smw a * 400 {  Fec=6403a07eW
R*=0.69 . * ¥ R*=064 2 ,«‘ RE=0.593
300 300 K 300
/
sa S
200 200 s B/ 200
A LAY
100 100 100
S 3,
A
&
0 0 “ o «~
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
500 500 500
Alpheus bouvier N “Alpheus bouver A Alpheus bouvier .
400 { 400 400
Feo= 11.2062774W Fec = 9,056e°77W
Fec = 4.264g" 4001 m_n=='o45 R?=0.530 ,
200 R®=0.58 . 300 - A, 300 . ’
/ / y;
* o Aa s . .,/
200 * 200 A A 200 . 4
* * A # A L] .
o, Aauty o e,
. ons A i a P Oee
100 ;%". 100 :{PP‘*‘ 100 . ‘; e,
. A
T, A..%’f‘ Looa Ly “'% %o
0 — N N 0 Y- 0 - =S - -
0 1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 M 0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
500 ¢ 500 ; s
., Alpheus buckupi a H
¢, A ! .
e . 1% 4001 Fec= 12 1ge0mew & ;A a0
J R*=0.51 L
Fec= 1.736e0485cL ; Foc = 8.3040°57EW
300 R*=067 ,' 300 300 Ri=0.52
/
f
200 Se /. ** 200 200
/,
100 f" 100 100
._.9'
0 0 0
01 2 3 45867 8 91011213 o0 1 2 3 4 5 € o0 1 2 3 4 5 6 7 8
400 400 400
s [ Apheuscarize |
* 'l A .
300 o /e 300 A 4, 300 . .
Fec = 656500580 K Fec= 11.03e0886w / Fec = 14.92¢04765W .
R=066 LY R*=055 Y RE=055 'd
. A/
200 .; f 200 A% 200
LR - o <
. 4‘ A A_A‘ A .
. Doy A faaiy
100 . e /,g‘. 100 a . 100
::_!’6 ”o ‘__‘9, A MAa
"0 A
[ 0 0
01 2 3 4 5 6 7 8 9 101 12 0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 [ 7
500 .d 500 500 1
P f‘ . Alpheus estuariensis Alpheus estusriensis
. j
400 2 ? 400 400
* o L]
Fec = 4.816e0Mect ¥ 4 Fec = 28,9660 3°w Fec = 15.5080407EW
300 R=068 P AN 300 R*=051 300 { R*=058
200 200 200 4
100 100 100
..—"f .
o 1] J o
012345678 091011213141516 0 B 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 101
1400 1400 1400 '
/
— ;
1200 { LAheus nuttingi * o0 Alpheus nuttingl A 1200 | L2Rheus nuting! /.
/
/
1000 !
Fec= 12.03e029ct 1000 Fec = 25 34g051PW 19901 oo 33a7e0msew /
400 R*=061 R* = 050 R*=0.50 J/
800 R 800
600 600 4 .y" 600
A ad
400 400 A iy, 400
A < A
200 AR 200 A’}“ 4
T e ——xX 4 A
0 °"" 0 CalrCi 0 )
012 3 4567 8 9 1011213141516 0 1 2 3 4 5 6 7 01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Carapace Length {mm) Pleura Width (mm) Esternite Width (mm)

Figura 3. Correlagdes entre a fecundidade e comprimento da carapaga, e largu-
ra da pleura e esternito em fémeas das seis espécies de Alpheus Fabricius, 1798
da Costa de Pernambuco, Brasil.



1007

| Alpheus angulosus

LC50% = 6.07 mm

Alpheus bouvieri

LC50% = 4.64 mm

Alpheus buckupi

LC50% = 7.01 mm

o 1 2 3 4

Percentage (%)
o

90 | Alpheus cartae

LC50% = 6.76 mm

/

LC50% = 8.24 mm

/

1

0

T T 8T8 T T T T T T T 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Alpheus nuttingi

LC50% =9.35 mm

: Ve

1

2 3 4567 8 91011121314151617 0

Carapace Length (mm)

12 3 4 5 6 7 8 9 10 1 1213 14 15

Figura 2. Maturidade sexual morfologica (CC50%): frequéncia relativa correpondente a 50% de fémeas ovigeras ajustada pela funcéo logistica
em fémeas de seis espécies de Alpheus Fabricius, 1798 da Costa de Pernambuco, Brasil.



3.2 ARTIGO 2

Growth, sexual maturity and dimorphism in six species of

snapping shrimps of the genus Alpheus (Decapoda: Alpheidae)

Alpheus angulosus ® UNAM-PIECEMO



ARTIGO 2: Thalassas: An international Journal of Marine Sciences. Aceito

Growth, sexual maturity and dimorphism in six species of snapping

shrimps of the genus Alpheus (Decapoda: Alpheidae)

Ana Carla Costa-Souza'”, José Roberto Botelho de Souza® and Alexandre Oliveira Almeida®

(1) Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Centro de Biociéncias, Departamento de
Zoologia, Avenida Professor Moraes Régo, 1235, Cidade Universitéria. 50670-901 Recife,
Pernambuco, Brazil.

*corresponding author, e-mail: accostabio@yahoo.com.br, telephone number 5581998450649



mailto:accostabio@yahoo.com.br

ABSTRACT

This study investigated the sexual dimorphism, allometric growth, and morphological maturi-
ty of six sympatric species of Alpheus, and indicates similarities in their development. Indi-
viduals were captured in August 2015, February and August 2016, and February 2017, in the
intertidal, during low spring tides, in two localities of the northeastern Brazilian coast. A total
of 3.038 individuals were captured: 302 A. angulosus, 400 A. bouvieri, 516 A. buckupi, 410 A.
carlae, 1002 A. estuariensis, and 408 A. nuttingi. In general, the six species lack sexual di-
morphism regarding the carapace length. However, chelipeds were more robust in males of
most species, whereas abdominal structures were larger in females. The analysis of relative
growth and energy allocation to the cheliped demonstrate that males of almost all species in-
vest more energy in its growth and maintenance either during the adult or juvenile phase, de-
pending on the species. Our results also show that females can also invest a lot of energy in
the chelipeds, depending on the species. The intraspecific differences may be consequences of
a trade-off between embryo production and cheliped development. In males of the six species,
the appendix masculina grows faster during the juvenile phase. Lastly, in the six species of
Alpheus studied, within the same species males and females reach the morphological maturity

at very similar sizes.

Keywords: Allometry, Caridea, Energy Allocation, Morphometry.



INTRODUCTION

The morphometric analysis of body structures allows the understanding of energy al-
location strategies, i.e., how much energy (in mass) is invested in the development of a partic-
ular structure at different life phases. In addition, it allows the determination of the size at the
onset of sexual maturity and helps understanding existing morphological differences between
the sexes. This knowledge, on a population level, is essential for further studies on the evolu-
tion and conservation of the species (Pinheiro and Hattori 2006; Moraes et al. 2015; Silva et
al. 2016). Morphometric studies allow the evaluation of wheter individuals are developing
well in a given locality or habitat, and whether a population has a minimum number of sexual-
ly mature individuals required for its maintenance. Moreover, by comparing populations from
different localities it is possible to estimate the conservation status of a species (Anger and
Moreira 1998; Ribeiro and Bezerra 2014; Silva et al. 2016).

Morphometric approaches are common in studies on the population biology of crusta-
ceans of economic interest (Pinheiro and Hattori 2006; Almeida et al. 2012; Moraes et al.
2015). Based on morphometric analyses, Brazilian standards were developed in order to pro-
tect species threatened by overfishing (IBAMA 2011; Duarte et al. 2014).

The analysis of relative growth is one of the types of growth analysis usually used in
decapods (Hartnoll 1978, 1985, 2001). Due to the discontinuous growth (ecdysis) and the
metamerized body of decapods, it is possible to compare the development of different body
structures. These comparisons may indicate how much energy is directed towards a certain
structure at a particular life phase (Hartnoll 1978, 2001; Castiglioni and Negreiros-Fransozo
2004). In heterochelous decapods, it is common to investigate the cheliped’s growth in rela-
tion to the body or carapace (Mariappan et al. 2000; Almeida et al. 2013). In most species, the

male cheliped grows faster than the body/carapace, as compared to females (Mariappan et al.



2000; Pinheiro and Hattori 2006; Silva et al. 2014a), indicating that this appendage has a high
adaptive value in males (Clayton 1990; Mariappan et al. 2000).

The growth of other morphological characters, which are important for the adaptation
of individuals, can also be evaluated, e.g. pleura, abdome, telson, gonads, appendix
masculina, etc (Nagamine 1980; Clayton 1990; Anger and Moreira 1998; Silva et al. 2014a,
b). In species where females carry embryos underneath the abdomen, the abdominal structures
usually grow faster than the body/carapace, evidencing its importance in the reproductive pro-
cess (Hartnoll 1978; Clayton 1990; Pinheiro and Hattori 2006; Aradjo et al. 2012; Silva et al.
2014a, b).

The size at the onset of sexual maturity of a population can be estimated from the
morphological characters best represented in the relative growth (Bueno and Shimizu, 2009;
Silva et al. 2014a, b). This parameter can vary between populations and can be evaluated
along the species’ distribution gradient, as it reflects the influence of local/regional abiotic
factors, especially temperature and nutrient availability (Hartnoll 1982, 2001; Castilho et al.
2007). For example, populations of tropical regions tend to mature faster and reach the ma-
turity at smaller sizes, compared to those of colder regions (subtropical and temperate)
(Hartnoll 2001; Castilho et al. 2007).

The level of sexual dimorphism between males and females in decapod crustaceans al-
so varies. There are species with conspicuous differences, where it is possible to quickly iden-
tify the sex in the field, while others show subtle differences, only perceived in more specific
and sensitive analyzes of size (Araujo et al. 2012; Almeida et al. 2013). These differences
portray various behavioral strategies, while similarities demonstrate adaptive convergences in
both sexes. In decapods, the morphological differences are usually more evident in the

chelipeds (usually more robust in males) (Nagamine 1980; Mariappan et al. 2000; Bueno and



Shimizu 2009) and in the abdomen (females usually have larger abdominal structures)
(Nagamine 1980; Saito 2002; Giri and Loi 2008).

The body mass of consumer organisms such as crustaceans represents the assimilated
energy and portrays the availability of environmental resources (Lehman 1988; Vetter 1996).
During an individual’s life cycle, the energy should be allocated primarily to growth, repro-
duction, and maintenance (Geisel 1976; Shachak 1980). Thus, the energy allocation usually
varies according to the life phase and with the temporal needs, e.g., less energy is allocated to
reproduction and growth when food is scarce (Clarke et al. 1991; Hartnoll 2001). Therefore,
understanding how the assimilated energy is used by a population allows the understanding of
different survival strategies.

Considering the importance of crustaceans in the marine environment, and the need to
obtain information about their populations, we evaluated the morphological aspects of six
marine/estuarine species of snapping shrimps of the genus Alpheus (family Alpheidae) in the
northeast of Brazil. We investigated the relative growth patterns of the major chelipeds and
abdominal structures in relation to the body. We also investigated whether the growth patterns
differ between juveniles and adults, and/or between sexes, and whether there is a common
pattern for the genus Alpheus. We determined the size at the onset of sexual maturity and
compared it between sexes and species. Finally, using the mass, we verified the energetic in-
vestment allocated to body and cheliped development. Considering that the major cheliped is
present in males and females and have similar functions (Nolan and Salmon 1970; Hughes et
al. 2014), we compared the energy (in terms of mass) allocated to this appendage in males and

females.



MATERIAL AND METHODS

Study area and sampling procedures

Alpheus angulosus, A. bouvieri, A.carlae, and A. nuttingi were captured at Praia do Pa-
raiso (8°21'29.1"S 34°57'00.0"W), Cabo de Santo Agostinho, Pernambuco. Alpheus
estuariensis was captured in the Paripe River estuary (7°48°38.0”S34°51°22.1”W), Itamaraca,
Pernambuco. Alpheus buckupi was captured in both localities. The samplings were carried out
in August 2015, February and August 2016 and February 2017, in the intertidal, during spring
low tides.

The collection effort was 4 hours/day by four people during two consecutive days at
each location. At Praia do Paraiso, the individuals were found in the sandy muddy sediment,
under loose boulders. When found, the shrimps were captured by hand or with the aid of a
hand net. In the Paripe River estuary, individuals of A. estuariensis were collected from their
burrows, excavated in muddy sediments, using a PVC pump (50 mm in diameter) (see Costa-
Souza et al. 2017). Each burrow/gallery was pumped five times. The sediment was sieved on
a 1.8 mm mesh to separate the shrimps. Individuals of A. buckupi were captured under rotting
trunks and debris as well as in association with estuarine sponges. After collection, all indi-
viduals were placed in plastic bags with water from the sampling site, labeled, and kept frozen

in the laboratory.

Laboratory procedures

The species were identified based on the key provided by Soledade and Almeida
(2013). The sex was verified based on the presence (in males) or absence (in females) of the
appendix masculina on the endopod of the second pleopod pair, or by the presence of embry-

os underneath the abdomen, in the case of females. All specimens were photographed with a



digital camera coupled to a stereomicroscope, and their body parts were measured by using
Image J 1.51n (Rasband 2006).

The following measurements were taken from all individuals: carapace length (CL),
major cheliped propodus length (PL), propodus height (PH), propodus width (PW), pleura
width of the second abdominal somite (PLW), and width of the sternite of the second ab-
dominal (SW) (Fig. 1). In males, the length of appendix masculina (AML) was also meas-
ured.

After the measurements, the major chelipeds and body of each shrimp were dried on
absorbent paper and placed in small containers made of aluminum foil, previously weighed on
a precision scale of four decimal places. They were dried at 70°C for 48 h, and then the bodies
and chelipeds were weighed separately to obtain the dry weight. After weighing, they were
incinerated in a muffle at 475°C for 5 h to obtain the ash weight. The mass was calculated as
Mass = Dry Weight - Ash Weight. Finally, the body mass (body + chelipeds) and chelipeds
mass were obtained. Shrimps without appendages, with regenerating cheliped(s), and those of

very small size which could not be weighed were not used for the mass calculation.

Statistical analyzes

The normality of morphological character values was tested using the Shapiro-Wilk
test. Parametric tests were applied for the characters with normally distributed data, and non-
parametric for those with non-normally distributed data.
I. Sexual dimorphism

The existence of sexual dimorphism between the carapace (CL), major cheliped (PL,
PH and PW), and abdomen (PLW and SW) were investigated by applying the Student's t-test

and Mann-Whitney test. These analyses were carried out only with adults.



ii. Relative growth and morphological sexual maturity

The relative growth was analyzed in juveniles, and adult males and females. The vari-
ables PL and PH were treated as dependent variables, and the CL, as independent. The rela-
tionships PLW vs CL and SW vs CL were studied only in females, and AM vs CL only in
males. Juvenile and adult phases were determined by applying a non-hierarchical k-means
clustering analysis in the regression. The relative growth model with the best fit was the linear
function y = a + bx, where a corresponds to the intercept, and b corresponds to the growth
coefficient (slope) or allometric condition. Regarding the b values, we adopted b > 1 as a rela-
tive increase in y (or positive allometry), b < 1 as decrease in y (negative allometry), and b =
0 as a similar increase (isometry), in relation to the CL (Hartnoll 1978). The b values were
tested with a Student's t-test (Ho = 1; Ho # 1;0 = 1%) (Zar 2010). Differences in slope (b) and
intercept (a) between sexes, and between juveniles and adults, were compared using a covari-
ance analysis (ANCOVA one-way). All data used in these regressions were log-transformed
(Log10).

The CL values corresponding to the morphometric maturity (CL50%) were estimated
from the linear regressions that best defined the juvenil and adult phases. For that, logistic
curves were constructed (function: y = 1/(1+el"C-CL%)y "\where y = proportion of mature
males and females, CL = carapace length, CLsg = carapace length when 50% of the popula-
tion is sexually mature, r = logistic curve coefficient. The equations were adjusted by the sum

of squares method (Vazzoler 1996).

iii. Energy allocation
The regression model y = ax” (power function), was used to evaluate the energy alloca-
tion in the cheliped, where b corresponds to the growth coefficient and a corresponds to the

intercept, and y was the cheliped mass (CM; dependent variable) of males and females. The



body mass (BM) was treated as the independent variable. Based on the b values, we consid-
ered b >1 as a higher energy allocation to the chelipeds, b < 1 as a lower energy allocation to
the chelipeds, and b = 1 as a similar energy allocation to the chelipeds and body. The b values
were tested using Student's t-test (Ho = 1; Ho # 1; a = 1%). Differences in b and a between
sexes were compared with an analysis of covariance (ANCOVA one-way).

The proportion of energy investment was obtained from the ratio between cheliped
mass (CM) and body mass (BM), using the formula adapted from Clarke et al. (1991), used in
their analysis of reproductive investment. The ratio was arcsin-transformed and compared

between sexes with a Student's t-test.

RESULTS

A total of 3.038 individuals were captured: 302 A. angulosus (137 males and 165 fe-
males), 400 A. bouvieri (167 males and 233 females), 516 A. buckupi (242 males and 274
females), 410 A. carlae (179 males and 231 females), 1002 A. estuariensis (463 males and

539 females), and 408 A. nuttingi (211 males and 167 females).

I. Sexual dimorphism

The males and females of A.bouvieri, A. estuariensis, and A. nuttingi differed in size
(CL): females were 6.0% (A. bouvieri) and 4.2% (A. estuariensis) larger than males, and
males A. nuttingi were 7.7% larger than females. In the other species there were no significant
differences. Regarding the cheliped size (PL, PH and PW), only in A. bouvieri there were no
differences between males and females. In the other species, males had more robust chelipeds.
The mean PLW of females was larger than males in all species. On the other hand, the mean

SW in A. buckupi did not differ between the sexes. In A.angulosus, A. bouvieri, A. carlae, A.



estuariensis, and A. nuttingi, the SW of females was larger than that of males. All measure-

ments concerning these morphological characters are shown in Table 1.

ii. Relative growth and morphological sexual maturity (CLsg)

The growth pattern of the major cheliped propodus in relation to the carapace length
(PL vs CL and PH vs CL) was positive allometric in juvenile males. In adult males these rela-
tionships also were positive in most species, except in A. estuariensis (PL vs CL) and A.
angulosus (PH vs CL), where they were negative (Fig. 2, Table 2). Comparing the relation-
ships PL vs CL and PH vs CL between juvenile and adult males, the growth rate was higher in
juveniles of A. angulosus, A.buckupi, and A. estuariensis. In A. carlae, A. bouvieri, and A.
nuttingi, the rate was similar (see b values inTable 2 and 3). These relationships were also
allometric positive in the juvenile females of all species. However, in adult females they were
allometric negative (Fig. 3, Table3).

The relationships PLW vs CL and SW vs CL in juvenile and adult females varied be-
tween species. The relationship PLW vs CL in A. angulosus, A. buckupi, and A. estuariensis
was allometric positive in juveniles and adults. In A. nuttingi, it was allometric negative in the
juveniles and positive in the adults, and in A. bouvieri it was the opposite (Fig. 4 and Table 2).
The relationship SW vs CL was allometric positive only in A. estuariensis juveniles and
adults. In A. angulosus and A. bouvieri it was positive allometric in the juveniles and negative
allometric in adults. In A. buckupi, A. carlae, and A. nuttingi the opposite was observed (Ta-
ble 2).

The relationship AML vs CL was strongly positive allometric in juveniles of all spe-
cies (Fig. 5). In contrast, it was negative in the adults of all species except A. buckupi. The
analysis of covariance indicated significant differences in the growth rates between the two

life phases, with higher rates in juveniles (Table 3).



In the females, the CLsge, Values indicated that size at the onset of the morphological
sexual maturity, based on the relationships CL vs PL and CL vs PLW were, respectively: A.
angulosus - 5.5 and 5.6 mm; A. bouvieri - 4.8 and 4.9 mm; A. buckupi - 5.7 and 5.8 mm; A.
carlae - 5.0 and 5.3 mm; A. estuariensis - 6.1 and 6.3 mm; A. nuttingi - 5.4 and 7.0 mm. In the
males, the CLsg, Values based on the relationships CL vs PL and CL vs AML were, respec-
tively: A. angulosus-4.3 and 5.1 mm; A.bouvieri-4.5 e 4.4 mm; A. buckupi - 5.8 and 4.6 mm;
A. carlae - 4.8 and 4.7 mm; A. estuariensis -6.4 and 6.5 mm; A. nuttingi - 6.4 and 6.4 mm

(Fig. 6 and 7).

iii. Energy allocation

In males of all species and in females of A. angulosus, A. buckupi, A. carlae, and A.
estuariensis, the cheliped mass increase data higher rate than the body mass, suggesting a
positive energy allocation to the development of this appendage (Fig. 7). In A. angulosus, A.
bouvieri, A.buckupi, A. carlae, and A. nuttingi, the growth rate of cheliped mass was higher in
males than in females (Table 4). The proportion CM/BM was also higher in the males of all

species except for A. bouvieri (Table 5).

DISCUSSION

The mean CL of males and females was similar in three out of six species investigated.
Females were larger in A. bouvieri and A. estuarensis, but in A. nuttingi the males were larger.
In the other species, small differences in CL were observed but there was no clear pattern, i.e.,
males were not always larger than females, or vice-versa. Other studies with populations of
Alpheus also showed the lack of a fixed sexual dimorphism in size. For example, in the popu-
lations of A. estuariensis from Bahia and A. brasileiro from S&o Paulo, males and females are

of similar size (Costa-Souza et al. 2017; Pescinelli et al. 2016) whereas in A. carlae from S&o



Paulo (Brazil), and A. normanni and A. heterochaelis from North Carolina (USA), males were
slightly larger (Nolan and Salmon 1980; Mossolin et al. 2006). In this study, we did not con-
sider the six species of Alpheus as sexually dimorphic regarding size (CL) because differences
between sexes were less than 8%. Other species of Alpheus also show small differences in
size and those were not considered an evidence of sexual dimorphism (Schein 1975; Nolan
and Salmon 1980; Boltafia and Thiel 2001; Rahman et al. 2003; Mossolin et al. 2006).

With respect to the major chelipeds, nonetheless, A.angulosus, A. buckupi, A. nuttingi,
A. carlae, and A. estuariensis were dimorphic and males showed more robust chelipeds (larg-
er in the three dimensions studied) than females. In A. bouvieri no differences were observed.
The conspicuous sexual dimorphism of the chelipeds in heterochelous decapod crustaceans is
related to behavioral and functional differences (Nagamine 1980; Santos and Garcia-Mendes
1982; Saito 2002; Pinheiro and Hattori 2006; Mantelatto and Barbosa 2005; Araujo et al.
2012). Usually, males are more aggressive and territorialist, and have more developed ap-
pendages to use in disputes for breeding females and/or for space, or to secure the female dur-
ing the mate-guarding (Jormalainen 1998; Mariappan et al. 2000; Mantelatto and Barbosa
2005; Pinheiro and Hattori 2006).

Some behavioral studies on Alpheus have shown that both males and females are ag-
gressive and territorialist, depending on the circunstances (Nolan and Salmon 1970; Mathews
2002b; Rahamn et al. 2004; Dabbagh et al. 2012; Hughes et al. 2014). The function and trig-
ger mechanism of the major cheliped are the same in both sexes (Anker et al. 2006). The cavi-
tation bubble produced by this appendage is used to paralyze or kill preys, to defend the ref-
uge and the sexual partner, to build shelters (by species living inside rocks), and for intraspe-
cific signaling (Verluis et al. 2000; Anker et al. 2006; Hughes et al. 2014).

The sexual dimorphism in the major cheliped dimensions in the species investigated

indicates that this appendage has a higher adaptive value for males. Males may exhibit an



expressive dominance and aggressiveness towards females and other competing males. An-
other explanation, which does not exclude the above one, is that these differences may be the
effect of a trade-off between embryo production (reproductive moult and oviposition) and
cheliped growth in the females (Hughes et al. 2014). Moreover, Hughes et al. (2014) suggest
that robust chelipeds may add additional cost to the locomotion of ovigerous females.

The female pleura width was larger in all species, as expected for carideans shrimps
(Paschoal et al. 2013; Sganga et al. 2016). The sternite width also proved to be a good predic-
tor of sexual dimorphism, being larger in females of A. angulosus, A. bouvieri, A.carlae, A.
nuttingi, and A. estuariensis. In several caridean shrimps, abdominal structures are generally
larger in females (Saito 2002; Mossolin and Bueno 2003; Bauer 2004; Paschoal et al. 2013;
Sganga et al. 2016). The expansion of abdominal structures, especially the second abdominal
pleura, is required to support the embryo mass in the abdomen (Saito 2002; Sganga et al.
2016).

The growth pattern of body structures of decapod crustaceans, especially the cheliped
and abdominal segments, may differs between the juvenile and adult phases, in males and
females (Hartnoll 1974, 1978; Negreiros-Fransozo et al. 2003; Pinheiro and Hattori 2006). In
the biological scenario, the growth during the juvenile phase is mainly related to adaptation
and survival. The transition from juvenile to adult may require further development of other
attributes to allow the reproductive activity and increase the individual’s fitness (Hartnoll
1974, 1978, 1982).

In juvenile males and females of the six species of Alpheus, the cheliped (PL and PW)
was larger than the carapace, evidencing the importance of this appendage at this phase, and a
high allocation of energy for its development. In adult males, growth rates remained higher in
A. bouvieri, A. carlae, and A. nuttingi. However, in A. angulosus and A. buckupi the rate de-

creased, indicating differences in the energy allocation strategies in these species. In A.



angulosus (PW) and A. estuariensis (PL) the allometry was negative, meaning that the
cheliped developed less than the carapace during this phase. In all adult females of all species
the allometry was strongly negative.

The relative growth (cheliped vs body size) in species of Alpheus was analyzed in A.
dentipes (South of Spain), A. armatus (Florida, USA), A. glaber (Adriatic Sea), A. angulosus,
and A. heterochaelis (both South Carolina, USA) (Knowlton 1980; Fernandez-Mufioz and
Garcia-Raso 1987; Atkinson et al. 2003). In A. dentipes, a strong positive allometry was ob-
served in the juveniles (sex not discriminated). Then, there was an abrupt change in the
growth patterns in adults: in females it became isometric, and in males it was positive
allometric but weak (Fernandez-Mufioz and Garcia-Raso 1987). Similar to A. dentipes, the
cheliped growth in A. glaber was strongly positive allometric in juvenile males (here, they
discriminated only juvenile males), and in adult phase (in females), it became isometric (At-
kinson et al. 2003). In A. armatus, the highest cheliped growth rates were observed in adult
males, and it was not clear whether it occurred in juveniles and females (Knowlton 1980).
This high cheliped development in males was attributed to the agonistic interactions and
courtship behaviour (Knowlton 1980). Finally, in A. angulosus males and in A. heterochaelis
males and females the cheliped growth was allometric positive. Females of A. angulosus
showed a negative allometry, and it was not possible to discriminate between juveniles and
adults (Hughes et al. 2014).

The cheliped is an important structure for the survival of juvenile and adults of both
sexes of all species studied. In male chelipeds, the continuation of positive allometry during
the adult phase may be related to the occurrence of confrontations with other males competing
for mating, and with the defense of an ovigerous female and its shelters (Knowlton 1980;
Mathews 2002a; Rahman et al. 2003; Dabbagh et al. 2012). On the other hand, a change from

positive to negative allometry or isometry after the transition from juvenile to adult may be



explained by energy investment in reproduction (Hartnoll 2001). A change in the develop-
ment of the female cheliped may be attributed to energy expenditure for embryo production
and not to a decrease in aggressiveness (behavioral change) (Hughes et al. 2014).

In most of species studied, the pleura and sternite growth rate was higher in adult fe-
males, except for A. bouvieri where they developed to a lesser extent. In most decapods that
incubate embryos underneath the abdomen, the growth of abdominal characters in females is
quite conspicuousas it is related to the development of structures that accommodate and sus-
tain the embryo masses (Nagamine 1980; Saito 2002; Mantelatto and Barbosa 2005; Pachoal
et al. 2013). In A. glaber, Atkinson et al. (2003) observed differences in pleurae growth be-
tween sexes: it developed less in males than in females. The growth rates were particularly
high in juveniles, and decreased slightly in the adult phase. Our results regarding the devel-
opment of abdominal structures and the evidence of abdominal sexual dimorphism highlight
the importance of these structures for the females, especially the pleurae, which is important
during the embryo incubation.

The relative growth of the appendix masculina was strongly allometric positive in the
juveniles of all species studied, demonstrating the importance of their development at this
phase. In fact, this structure is important during the spermatophore transfer when the individ-
ual reaches the sexual maturity (Bauer 2004). Fernandez-Mufioz and Garcia-Raso (1987) also
observed a strong positive allometry in the appendix masculina of A. dentipes juveniles, but
its growth rate decreased significantly in the adults. Similar results have been observed in
other caridean shrimps such as Nematopalaemon schmitti from Rio de Janeiro, Brazil, and
Plezionica izuminae from southern Japan (Ahamed and Ohtomi 2014; Herrera et al. 2017).

Some secondary sexual characters may be good indicators of sexual maturity (Hartnoll
1978; Williner et al. 2014). The change in the development of important appendages between

juvenile and adult phases occur at certain sizes (Hartnoll 1978, 1985; Williner et al. 2014),



which may vary between populations of the same species, because maturity is influenced by
environmental factors, besides the intrinsic factors (Almeida et al. 2013; Moraes et al. 2015).

Males and females of all species studied reach sexual maturity at similar sizes, indicat-
ing that they are not sexually dimorphic in size.This may also indicate that males and females
have similar longevity, as observed in A. dentipes, A. carlae, and A. estuariensis (Fernandez-
Mufioz and Garcia-Raso 1987; Mossolin et al. 2006; Costa-Souza et al. 2014).

The evaluation of mass and energy investment demonstrate that, in general, a higher
amount of energy is allocated for the cheliped development, in relation to the body mass, es-
pecially in males. However, there was a similar mass increase and investment proportion be-
tween the sexes in females of A. bouvieri and a higher mass increase in females of A.
estuariensis (Table 4). Then, it is confirmed that the cheliped development requires a high
amount of energy expenditure in both sexes, which confirms its extreme importance also for
the females. The data indicate that differences in energy allocation rates (b) between males
and females are due to embryo production and maintenance, in the detriment of growth,
which are restrictive factors to the cheliped’s development (Costa-Souza et al. unpubl. data;
Hughes et al. 2014). Based on the relationship CM vs BM of A. estuariensis and the rate
CM/BM of A. bouvieri, it is likely that non-ovigerous females have a similar or higher liquid
energetic allocation than males, depending on the species and food availability (see Hughes et
al. 2014).

In general, we conclude that the studied species of Alpheus converged in many mor-
phological characteristics. None species was sexually dimorphic in size, and the observed
dimorphism was mainly in the chelipeds and abdominal structures. The allometric growth
pattern changed between the juvenile and adult phases. Especially in the chelipeds, the pattern
changed from a strong positive allometry (juveniles) to a moderate positive (adult males) or

negative (females) allometry. Males and females differed little in the size at the onset of sexu-



al maturity. Finally, there was a high energy allocation to the major chelipeds in the six spe-
cies. Possibly, these similarities are not only related to the fact that they occur in sympatry, as
species of Alpheus from other regions have similar characteristics. There are important evolu-
tionary (phylogenetic) issues that shaped the adaptive irradiation of the six species. This re-
search stands out for being the first to perform a broader comparative morphometric analyzes

with species of the family Alpheidae and genus Alpheus.
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Fig 1. Measurements of the morphological characters of the six studied species of Alpheus

Fabricius, 1798.




Fig 2. Relationships between the chela propodus length (PL) and carapace length (CL) in males and females, juveniles and adults, of the six stud-

ied species of Alpheus Fabricius, 1798. (+) Positive allometry. ( - ) Negative allometry.
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Fig 3. Relationships between the abdominal pleura width (PLW) and carapace length (CL) in

juvenile and adult females of the six studied species of Alpheus Fabricus, 1798.
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Fig 4. Relationships between the Appendix Masculina length (AML) and carapace length
(CL) in juvenile and adult males of the six studied species of Alpheus Fabricius, 1798. Log-

transformed values. + positive allometry, - negative allometry.
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Fig 5. Relationships between the body mass (BM) and chelipeds mass (CM) of males and

females of the six studied species of Alpheus Fabricius, 1798.
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Fig 6. Morphologic sexual maturity (CLsgs). The logistic function fitting the frequency of mature females (relationships PLvs CL and PLW vs

CL) corresponds to the relative frequency of 50% of mature females in the six studied species of Alpheus Fabricius, 1798.
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Fig 7. Morphologic sexual maturity (CLsgy). The logistic function fitting the frequency of mature males (relationships PL vs CL and AML vs

------------------

CL) corresponds to the relative frequency of 50% of mature males in the six studied species of Alpheus Fabricius, 1798.
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Table 1 Size of morphological characters of males and females of six species of Alpheus
Fabricius, 1798 (CL = Carapace Length; PL = Propodus Length; PH = Propodus Height; PW
= Propodus Width; PLW = Pleura Width; SW = Sternite Width), and the results of the statisti-
cal tests used to compare the size between sexes. Abbreviations are: minimum (Min.), maxi-

mum (Max.), and mean (M) size, standard deviation (SD). Units are millimeters (mm).



Species

CL
[Min—Max(M=SD)]

PL
[Min—Max(M+SD)]

PH

PW

[Min—Max(MzSD)] [Min—Max(MzSD)]

PLW

[Min—Max(M+SD)]

SW
[Min—Max(M+SD)]

Alpheus angulosus

Males
Females
Test

Alpheus buckupi

Males
Females
Test

Alpheus bouvieri

Males
Females
Test

Alpheus carlae

Males
Females
Test

Alpheus estuarien-
sis

Males
Females
Test

Alpheus nuttingi

Males
Females
Test

47-9.2(69+1.2)
2.4-10.4 (6.7 1.7)
U= 8549ns

5.7-11.6 (8.0+1.4)
5.3-12.8(7.7+1.4)
t=1.22ns

42-12.1 (5.9 £ 1.1)
4.8-10.1 (6.3 = 0.9)
U=5250s

4.8-10.6 (7.3+1.9)
49-11.1(7.3+£1.4)
t=-0.43ns

6.2-26.5 (9.0 £ 1.7)
5.8-16.1 (9.4 £ 1.8)
t=-3.12's

5.1-16.5 (9.8 £2.2)
6.1-14.3 (9.1 £ 2.4)
t=243s

6.8-14.7 (10.4 £ 1.9)
5.7-12.3 (8.4 + 1.4)
U =3130s

7.4-16.1 (10.7 £ 2.1)
6.3-13.1 (8.7+1.3)
U = 43465

6.4-17.8 (9.0 £2.0)
5.5-12.5(8.8+1.4)
U =7097ns

2.0-16.5 (10.3 £ 2.3)
2.0-13.7 (8.4 + 1.6)
U = 52625

8.7-27.1 (12.9 + 2.4)
8.2-19.3 (11.9+2.1)
U= 5289s

7.1-19.2 (12.8+ 3.0)
6.0-15.0 (8.2 = 2.0)
U=37325s

3.0-6.4 (4.4 +0.7)
2.4-4.8 (3.6 +0.6)
U = 26825

3.4-7.3 (4.9 +0.9)
2.8-5.6 (3.9 £ 0.6)
U=3888s

2.7-7.7 (3.7 0.8)
2.5-5.3(3.7+0.6)
U=6782ns

3.0-7.0 (4.6 +£0.9)
2.4-62(3.7+0.8)
t=9.07s

3.7-99 (5.5+£1.0)
3.2-8.9 (5.1 +1.0)
t=6.35s

3.4-9.4(5.5+1.3)
2.9-8.0 (4.5+0.9)
U = 41795

1.6-4.1 (2.7 £ 0.6)
1.3-3.1 2.0+ 0.3)
U=29615s

2.0-4.6 (3.0 £ 0.6)
1.6-3.6 (2.3 = 0.4)
U=33265

1.6-4.3 (2.3£0.5)
1.5-3.5(2.2+04)
U=6782ns

1.4-4.4 (2.7 +0.7)
1.4-4.0 (2.2 +0.5)
U = 53055

2.3-6.1 (3.4+0.6)
1.4-5.9 (3.0 £0.6)
t=7.25s

1.9-6.3 (3.5+0.9)
1.8-4.7 2.9+ 0.6)
U = 4528s

1.2-2.9 (1.8 +0.3)
2.1-52 (3.2 +0.7)
U=332s

1.5-3.0 2.1 £ 0.4)
1.6-6.0 2.8+ 0.8)
U = 41965

1.1-3.2 (1.5 £ 0.3)
1.8-4.8 (2.5+0.3)
U=881s

1.2-32 (1.7+0.5)
2.0-5.7 (2.6 +0.7)
U =1312s

1.4-5.5 (2.3 +0.5)
2.9-11.5 (3.8 £+ 1.1)
U=1171s

1.5-4.0 (2.4 £ 0.5)
2.1-6.8 3.7+ 1.3)
U = 3091s

2.5-5.4(3.3+0.6)
2.7-58 (3.9+0.7)
U=3365

2.3-5.3(3.7+0.7)
2.6-7.0(3.9+1.0)
U =9828ns

1.9-52 (2.4+0.3)
2.4-6.6 (3.1+0.4)
U = 2284s

2.3-53(3.4+0.7)
2.7-6.2 (4.1 £0.9)
U = 53425

3.1-10.2 (4.7 £ 0.8)
3.6-10.0 (5.2 + 1.2)
U = 4994s

2.6-6.7 (4.1 = 0.8)
2.7-10.5 (4.7 £ 1.5)
U=6767s




Table 2 Regression analysis between the propodus height (PH) and sternite width (SW) ver-
sus the Carapace Length (CL) of six species of Alpheus Fabricius, 1798. The equations are
shown separately for males and females, juveniles (Juv) and adults (Ad). N = number of indi-
viduals; Y = dependent variable; X = independent variable; R? =determination coefficient.* p
< 0.0001



T-Student

Species Group n Regressmn Rz (HO: Allometry
(y =bx + a) b:].)*
A. angulosus
Males Juv 22 PH=1.50CL+0.588 0.88 12.4 +
Ad 116 PH =0.97CL+0.197 0.8 20.9 -
Juv 29 PH=1.06CL-0.381 0.73 8.5 +
Females
Ad 121 PH=0.78CL-0.128 0.65 14.9 -
Juv 55 SW =1.06CL-0.398 0.83 16.1 +
Females
Ad 110 SW =0.93CL-0.240 0.52 10.8 -
A. bouvieri
Males Juv 54 PH=1.04CL-0.248 0.78 13.3 +
Ad 110 PH =1.02CL-0.222 0.83 19 +
Juv 69 PH=1.06CL-0.280 0.82 17.7 +
Females
Ad 134 PH =0.85CL-0.120 0.7 17 -
Juv 81 SW=1.04CL-0.371 0.86 21.8 +
Females
Ad 132 SW =0.79CL-0.139 0.43 9.2 -
A. buckupi
Males Juv 85 PH=1.28CL-0.482 0.8 8.2 +
Ad 137 PH =1.02CL-0.225 0.8 19.9 +
Females Juv 96 PH=1.26CL-0.498 0.67 13.9 +
Ad 148 PH =0.70CL-0.236 0.72 19.7 -
Juv 125 SW =0.93CL-0.321 0.76 19.8 -
Females
Ad 149 SW =1.20CL-0.493 0.76 21.6 +
A. carlae
Males Juv 42 PH=1.04CL-0.291 0.81 13.9 +
Ad 127 PH =1.02CL-0.209 0.84 25.4 +
Juv 47 PH=1.06CL-0.355 0.85 15.9 +
Females
Ad 147 PH =0.88CL-0.196 0.72 19.2 -
Juv 80 SW =0.94CL-0.307 0.8 17.6 -
Females
Ad 131 SW =1.06CL-0.330 0.61 14.1 +
A. nuttingi
Males Juv 62 PH=1.12CL-0.266 0.9 19.9 +
Ad 115 PH =1.02CL-0.358 0.86 34.1 +
Juv 67 PH=1.06CL-0.346 0.86 19 +
Females
Ad 127 PH =0.60CL+0.068 0.63 13.9 -
Juv 80 SW =0.86CL-0.282 0.76 155 -
Females
Ad 131 SW =1.27CL-0.580 0.87 28.1 +
A. estuariensis
Males Juv 99 PH=1.41CL-0.604 0.71 13.6 +
Ad 395 PH=0.92CL-0.139 0.8 37.2 -
Juv 77 PH=1.54CL-0.731 0.73 16.3 +
Females
Ad 355 PH=0.83CL-0.105 0.79 38.2 -



Juv 123 SW =1.12CL-0.422 0.82 25.8
Females Ad 332 SW =1.19CL-0.453 0.78 37.7




Table 3 Analyses of covariance (ANCOVA) of the relationships Propodus Length (PL), Pleu-

ra Width (PLW), and Appendix Masculina Length (AML) versus the Carapace Length (CL),

comparing juveniles and adults of six species of Alpheus Fabricius, 1798. s = significant dif-

ference (p < 0.05); ns = non-significant difference (p > 0.05); (a) = Intercept; (b) = Slope.

ANCOVA ANCOVA

SPECIES RELATIONS SEX F () F (b)
CL vs PL Male 29.14 s 1299
Female 2251s 5.33s
CL vs PLW Female 23.08 s 0.036 s
A. angulosus Male 126 30.04 s
CL vs PH Female 1855 6.25
CL vs SW Female 15.7s 1.3s
CL vs AML Male 1.00 ns 491s
CL vs PL Male 15.68 s 547s
Female 21.12 s 42.7s
CL vs PLW Female 9.16 s 10.13s
A. buckupi CL vs PL Male 2.1ns 0.05 ns
Female 2.1ns 755
CL vs SW Female 2.09s 6.7 s
CL vs AML Male 2.34 ns 9.14 s
CL vs PL Male 13.02 ns 0.00 ns
Female 11.01s 11.01s
CL vs PLW Female 12.63s 3.61s
A. bouvieri Male 455s 9.65s
CL vs PH Female 2485 454 s
CL vs SW Female 6.25 12.7 s
CL vs AML Male 6.38s 20.70 s
CL vs PL Male 11.84s 0.39ns
Female 16.85s 6.57s
CL vs PLW Female 625s 5.89s
A. carlae Male 39s 0.31ns
CL vs PH Female 12.7 s 45s
CL vs SW Female 21.2s 1545
CL vs AML Male 2.14 ns 64.64 s
CL vs PL Male 56.8 s 379s
.. Female 111.8s 180.3s
A. estuariensis
CL vs PLW Female 55.59 s 3.06s
CL vs PH Male 64.7 s 55s




Female 122.6 s 127 s
CL vs SW Female 1.2s 1.8 ns
CL vs AML Male 32.04s 59.22s
CL vs PL Male 0.808 s 0.80 ns
Female 32.88s 31.97 s
CL vs PLW Female 28.08 s 31.61s
A. nuttingi Male 0.73 ns 3.2ns
L vs PH
CLvs Female  265s  417s
CL vs SW Female 3.65s 3245
CL vs AML Male 1.12 ns 48.99 s




Table 4 Comparisons of the regression slopes of the relationship body mass (BM) versus

chelipeds mass (CM) of males and females of six species of Alpheus Fabricius, 1798.

Species Relationship Sex Slope (b) F P Sexual difference
A.angulosus BMvsCM  Malex Female 1.044x1.030 80.33 <0.006 M>F
A. bouvieri BMvsCM  Male x Female 1.063x0.987 0.00225 <0.005 M>F
A. buckupi BMvsCM  Male x Female 1.030x1.029 754 <0005 M>F
A. carlae BMvsCM  Malex Female 1.147x1.094 1356 <0.005 M>F
A. estuariensis BMvsCM  Male x Female 1.078 x 1.079 128 <0.005 M<F
A. nuttingi BMvsCM Malex Female 1.029x0.913 3487 <0.006 M>F




Table 5 Comparison of body mass (BM), cheliped mass (CM), and ratio (CM/BM) between

males and females of six species of Alpheus Fabricius, 1798. Abbreviations are mean (M),

standard deviation (SD). The T-test value refers to the comparison of the rate CM/BM.

Species Mass (9) Investment T test
Body (M £SD) Cheliped (M +DP) (CM/BM)% P- value

Alpheus angulosus

Males 0.03+0.016 0.016 + 0.009 35% <0.0001

Females 0.03+0.014 0.008 + 0.006 22%

Alpheus buckupi

Machos 0.027 £ 0.025 0.016 + 0.016 39% <0.0001

Fémeas 0.022 £ 0.021 0.007 + 0.008 34%

Alpheus bouvieri

Males 0.02 £ 0.06 0.008 £ 0.006 35% > 0.0001

Females 0.016 + 0.009 0.008 + 0.005 33%

Alpheus carlae

Males 0.031 +0.022 0.015 £ 0.012 32% < 0.0001

Females 0.029 £ 0.020 0.008 + 0.006 22%

Alpheus estuariensis

Males 0.056 + 0.057 0.024 £ 0.016 29% < 0.0001

Females 0.060 £ 0.050 0.019 + 0.015 23%

Alpheus nuttingi

Males 0.054 +0.048 0.029 £ 0.031 33% < 0.0001

Females 0.047+ 0.045 0.014 +0.012 26% '
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Abstract
Several studies with Alpheus Fabricius, 1798 report populations of this snapping shrimps as
monogamous. However, few behavioral and/or population studies have been carried out to
adequately verify the mating system of the taxa. The objective of this study was to verify if
populations of Alpheus angulosus, A. bouvieri, A. carlae and A. nuttingi from Pernambuco,
northeastern Brazil, are monogamous based on population data. If these species are monoga-
mous, the populations must presented higher frequency of individuals living in pairs, and the-
ses pairs must be more often than expected by chance alone; males paired are observed with
females regardless of their reproductive condition; existence of size-assortative pairing and
little pronounced sexual dimorphism regarding body size and chelipeds weaponry among
pairs. For this, data as frequency of occurrence of paired vs. individuals living solitary and in
groups, frequency distribution by size-class, frequency of occurrence of pairs with breeding
and non-breeding females, the stage of embryonic development in embryos of paired breeding
females, the sexual dimorphism between pairs and the correlation between the size of the
pairs were obtained and analyzed. For these analyzes, the following measures were taken:
carapace length (CL), propodus length (PL) of the major chelipeds; propodus heigth (PH),
propodus width (PW), sternite width (SW) second abdominal somite and second abdominal
pleura widht (PIW). Of the five species, A. angulosus, A. bouvieri and A. carlae had greater
occurrences of heterosexual pairs. In A. nuttingi and A. estuariensis, solitary shrimps pre-
vailed, however, many heterosexual pairs were observed, especially in A. nuttingi. In A,
nuttingi, the solitary ones were distributed in the smaller classes of CL. The five species pre-



sented pairs whose females carried embryos at different stages of development. Paired males
and females had the CL very similar and individuals tended to pair with size similares. Males
of A. angulosus, A.carlae, A. nuttingi and A. estuariensis presented the cheliped more robust
than females, with the exception of A. bouvieri, which was similar in measurements between
the sexes, indicating the existence of competition between the males. The measures SW and
PIH were much higher in females. Lastly, it was concluded that in the five species there are
strong indications of monogamy; however, the long-lasting heterosexual pairing can be un-

done, having exchanged partners.

Key words: Crustacea, Decapoda, Mating system, Populational structure, Intertidal.



1. Introduction

In crustaceans, social monogamy is defined as a mating system wherein two adult in-
dividuals (gonochoristic or hermaphroditic) associate not only with reproductive purpose, but
also to share and protect their refuge for an indefinite period, exceeding one reproductive
event (Baeza, 2010; Correa and Thiel, 2003). However, recognizing if a species/population is
monogamous and estimating how long is the time of the paring behavior is not simple. The
ideal would be individual’s behavioral observation in situ throughout the life cycle. In many
cases, mainly in species of cryptic habits, this analysis is not feasible.

Some population studies with decapod crustaceans attested/refuted the existence of
monogamy based on populational data such as: observed frequency of individuals living soli-
tary, in pairs and or in aggregations, the sex of paired individuals, the frequency of pairs
formed by breeding and non-breeding females in each stage of embryonic development, the
existence of sexual dimorphism and the existence of association or symbiosis with other or-
ganisms (Baeza, 2008, 2010; Baeza et al. 2011, 2016; Pescinelli et al. 2016; Barroso et al.
2018).

According to those studies, monogamous populations present higher frequency of in-
dividuals living in pairs; non-random population distribution (pairs are found more often than
expected by chance alone); males paired with females regardless of their reproductive condi-
tion, i.e., with non-breeding females and breeding in different stages of embryonic develop-
ment; size-assortative pairing and absent or little pronounced sexual dimorphism regarding
body size and chelipeds weaponry (Baeza, 2008; Baeza et al. 2011, 2016). All these popula-
tion characteristics may have been evolutionarily shaped in simbiotic species that remain al-
most all their lives inside the body of small and little abundant host species, and when these
refuges are scarce and predation risk away from refuges is high (Baeza and Thiel, 2007;
Baeza et al. 2016; Thiel and Baeza, 2001).

Monogamy has been often reported in caridean shrimps (Correa and Thiel, 2003; Chak
et al. 2015; Pescinelli et al. 2016). Currently, monogamous or supposedly monogamous
carideans are distributed among families Gnathophyliidae, Hippolytidae, Lysmatidae,
Palaemonidae and Alpheidae (Correa and Thiel, 2003). Alpheidae stands out from the others
because it has a higher number of species cited in the literature with monogamous or possibly
monogamous populations, e.g., Alpheopsis chilensis Coutiére, 1896 (Chile), Alpheus
angulosus McClure, 2002 (USA and Brazil), A. armatus Rathbun, 1901 (Jamaica), A. bellulus
Miya & Miyake, 1969 (Japan), A. brasileiro Anker, 2012 (Brazil), A. buckupi Almeida,
Terossi, Araujo-Silva & Mantelatto, 2013 (Brazil), A. carlae Anker, 2012 (Brazil), A.



estuariensis Christoffersen, 1984 (Brazil), A. heterochaelis Say, 1818 (USA), A. idiocheles
Coutiere, 1905 (Micronesia), A. inca Wicksten & Mendez, 1981 (Chile), A. lobidens De
Haan, 1849 (Iran), A. normanni Kingsley, 1878 (USA) and Synalpheus stimpsonii (De Man,
1888) (Papua New Guinea) (Atkinson et al. 2003; Boltafia and Thiel, 2001; Costa-Souza et al.
2014; Dabbagh et al. 2012; Knowlton, 1980; Kropp, 1987; Mathews, 2002a, 2002b; Nolan
and Salmon, 1970; Pescinelli et al. 2016; Rahman et al. 2001, 2002, 2003; Soledade et al.
2018; VandenSpiegel et al. 1998; Yanagisawa, 1984). However, few alpheid populations,
mostly of the genus Alpheus Fabricius, 1798 had their mating system properly evaluated
based on behavioral and/or populational studies.

Behavioral studies ex situ with some species of Alpheus, including those monoga-
mous, demonstrated that individuals naturally form pairs (male and female), protect their ref-
uge from conspecific intruders and cooperate in shelter maintenance (Dabbagh et al. 2012;
Mathews, 2002a, 2002b; Nolan and Salmon, 1970; Yanagisawa, 1984), indicating that pairing
behavior has not only aim reproduction. These behavioral aspects influence the structure of
the population, been possible to identify evidence of monogamy based on the analysis of the
population characteristics (see Baeza, 2008; Baeza et al. 2011, 2016; Pescinelli et al. 2016).

With more than 300 described species, the snapping shrimps of the genus Alpheus are
the most diverse of the family Alpheidae (Almeida et al. 2014; De Grave and Fransen, 2011).
These shrimps are mainly distributed in the intertidal and shallow subtidal in hard and soft
bottoms of marine and estuarine areas, in tropical and subtropical regions (Soledade and Al-
meida, 2013). Populations of many species are abundant, being easily observed and collected
enabling accomplish population studies. In spite of its wide diversity and abundance, there are
still few studies investigating the mating system of species of Alpheus.

Based on the analysis of some aspects of the population structure, we tested the occur-
rence of monogamy in five species of Alpheus from northeastern Brazil: A. angulosus, A.
bouvieri A. Milne-Edwards, 1878, A. carlae, A. estuariensis and A. nuttingi (Schmitt, 1924).
The target species are widely distributed in the Western Atlantic. The four former species are
commonly found under rocks in the intertidal and A. estuariensis is found in burrows on
muddy bottoms in estuarine environments (Almeida and Mantelatto, 2013; Almeida et al.
2012; Anker, 2012; Anker et al. 2007, 2009; Christoffersen, 1984).

The main indicatives of monogamy evaluated in these species were: (i) distribution
pattern of shrimps, and the frequency of paired individuals vs. single or groups, (ii) the fre-
quency of pairs with breeding and non-breeding females, (iii) the stage of embryonic devel-



opment in paired breeding females, (iv) the sexual dimorphism among the paired individuals
and (v) the existence of size assortative-pairing.

2. Materials and Methods
2.1 Study area and Sampling design

Alpheus angulosus, A. bouvieri, A. carlae and A. nuttingi were collected at Praia do
Paraiso (8°21'29.1"S 34°57'00.0"W), Municipality Cabo de Santo Agostinho, Pernambuco,
northeastern Brazil. Alpheus estuariensis was collected in the estuary of the Paripe River,
Municipality of Itamarac4, Pernambuco (7°48°38.0”S 34°51°22.1”W). At the two localities,
sampling was carried out during August 2015, February and August 2016, and February 2017.

Each study site was sampled during low tide with an effort of 4 hours per day, with
four people collecting at the same time. Specimens of A. angulosus, A. bouvieri, A. carlae and
A. nuttingi were collected from refuges (= spaces underneath boulders) by hand or using small
hand-fishing nets. Immediately after capture, all individuals collected were placed separately
(solitaries, in pairs, trios, etc.) in the plastic bag filled with water from the locality and trans-
ported to the laboratory. In the laboratory, all shrimps were kept frozen for further analysis.

Alpheus estuariensis were captured from within the burrows (= refuges) they construct
in mudflats using a yabbie pump (diameter = 50 mm, length= 70 cm). Each burrow was
pumped up a total of five times to ensure that all shrimps present in each burrow were cap-
tured and to standardize sampling effort per shelter. Pumped sediment from each burrow was
sieved using a 1.8 mm fine mesh sieve and all shrimps separated from the sand grains were
placed into individual plastic bags for transportation to the laboratory. For all species, the

number of shrimps per burrow was recorded during sampling.

2.2 Laboratory procedures

For each studied species, the sex of each shrimp was determined based on the presence
(in males) or absence (in females) of appendices masculina on the endopod of the second pair
of pleopods as well as the presence (in females) or absence (in males) of embryos underneath
the abdomen (Bauer, 2004). Each shrimp was photographed under a stereomicroscope and the
software ImageJ 1.45s (Rasband, 2006) was used to measure (precision = 0.01 mm) the fol-
lowing body parts: carapace length (CL), propodus length (PL), height (PH), and width (PW)
of the major cheliped, and sternite width (SW) and pleura width (PIW) of the second ab-
dominal segment (Fig. 1).



In the case of breeding females, embryo masses underneath the abdomen were classi-
fied according to their embryo developmental stage following Wehrtmann (1990): early stage
() = embryos with no evidence of eyes and yolk occupying 75-100% of embryo volume;
intermediate stage (11) = embryos with small and elongated eyes, and yolk occupying about
50-75% of embryo volume; late stage (I11) = embryos with well-developed eyes and yolk
occupying 25-50% of embryo volume. Some females carried apparently infertilized eggs
(whitish, small in size), not classifiable, as described by Costa-Souza et al. (2014). Females
carrying a few late embryos (n = 1 - 10 embryos) underneath the abdomen were considered to

have recently hatched their embryos.

2.4 Mating system evaluation

2.4.1 Populations distribution and male-female association pattern

We explored whether or not the different studied species of Alpheus are monogamous.
For this purpose, we first examined whether or not the distribution (i.e., the frequency of oc-
currence of refuges with different numbers of shrimps) of the five species differed from a ran-
dom distribution. We compared the observed distribution (i.e., frequency of occurrence of
refuges with one, two, three or more shrimps) with the Poisson distribution (Elliot, 1983) us-
ing a Chi-square test of goodness of fit (Sokal and Rohlf, 1981). The Poisson distribution de-
scribes random occurrences when the probability of occurrence of an event (i.e., presence of a
shrimp individual on a refuge) is low (as in this study). If significant differences between ex-
pected Poisson and observed distribution were observed, specific frequencies between the
observed and expected distributions were compared by subdivision of the Chi-square test and
using the sequential Bonferroni correction to adjust probability (p) values, avoiding errors
when conducting multiple statistical tests (Zar, 2010).

To determine whether the sexes were randomly distributed among shrimp pairs inhab-
iting the same refuge, the observed distribution was compared with the binomial distribution.
The expected random frequencies of distribution of the different sexes were calculated based
on the proportion of males and females recorded in the population for each studied species of
shrimp. A Chi-square test of goodness of fit was used to inspect for significant differences

between observed and expected (binomial) distributions (Sokal and Rohlf, 1981).

2.4.2 Females’s reproductive condition
We observed the frequency of breeding and non-breeding females among solitary and

paired individuals. A Chi-square test of goodness of fit was used to inspect for significant



difference. Additionally, the frequency of paired breeding females carrying embryos in stage
I, 11 e Il was analyzed. The existence of difference was verified using Chi-square Test of In-

dependence.

2.4.3 Sexual dimorphism

We tested whether or not the different studied species of shrimps exhibited sexual di-
morphism in CL, PL, PH, PW, SW and PIW. The mean values of each variable were com-
pared using Student’s paired t-Test. Assumptions of normality and homogeneity of variances
were evaluated using the Kolmogorov—Smirnov and Levene tests, respectively, and found to
be satisfactory before conducting the t-test.

We explored the relationship between PL or PH or PW or SW or PIW and body size of
shrimps (CL) using the allometric model y = ax® and (Hartnoll 1978, 1982). The slope b of
the log-log least-squares linear regression represents the rate of exponential increase (b > 1) or
decrease (b < 1) of the claw with a unit of increase in body size of shrimps. To determine if
the relationship deviates from linearity, a t-test was used to test if the estimated slope b devi-
ates from the expected slope of unity (Sokal and Rohlf, 1981). If, e.g., the cheliped grows
more or less than proportionally with a unit increase in body size of shrimps, then the slope
should be greater or smaller than the unity, respectively (Hartnoll, 1978; Huxley, 1950). Last-
ly, differences in the size and growth rate (slope b) of the major cheliped between the sexes
were determined using an analysis of covariance (ANCOVA). Finally, the existence of a cor-
relation (CL) between paired males and females was verified using Pearson’s linear correla-

tion.
3. Results

3.1 Populations distribution and male-female association pattern

We captured a total of 300 specimens of A. angulosus, 393 of A. bouvieri, 374 of A.
carlae, 403 of A. nuttingi and 806 of A. estuariensis. The total sex ratio (M:F) was unbiased
in A. angulosus (147:153; XZ =0.12,df = 1, p =0.7728), A. bouvieri (182:211; XZ =214,df =
1, p = 0.1578), A. carlae (174:200; ¥* = 1.807, df = 1, p = 0.1961) and A. nuttingi (204:199;
=0.62, df = 1, p = 0.8421), and females biased in A. estuariensis (391:415; x> = 12.55, df = 1,
p = 0.0005).

The number of shrimps per host refuge varied between 1 and 2 (mean + s.d. = 1.65 *

0.5 shrimps/refuge-1) in A. angulosus, 1 and 3 (1.61 £ 0.5 shrimps/refuge-1) in A. bouvieri, 1



and 2 (1.59 £ 0.49 shrimps/refuge-1) in A. carlae, 1 a 6 (1.41 + 0.48 shrimps/refuge-1) in A.
estuariensis, and 1 a 6 (1.41 + 0.55 shrimps/refuge-1) in A. nuttingi.

The population distribution of the five species differed significantly from a Poisson
random distribution (Chi-square test of goodness of fit: A. angulosus y* = 110.34, df = 6, p <
0.0001; A. bouvieri ¥* = 130.37, df = 6, p < 0.0001; A. carlae ¥* = 130.13, df = 6, p < 0.0001;
A. estuariensis ¥ = 149.32, df = 6, p < 0.0001; A. nuttingi y° = 148.17, df = 6, p < 0.0001). In
A. angulosus, A. bouvieri and A. carlae the disparity between observed and expected distribu-
tions was explained by the relatively large number of refuges used by shrimp pairs and rela-
tively small number of refuges hosting solitary shrimps compared to the numbers expected by
chance alone. In A. estuariensis and A. nuttingi the number of refuges harboring solitary was
relatively large compared to paired individuals, and both were higher than expected by chance
alone (Fig. 2).

In A. angulosus we observed 66 solitary shrimps (25 males and 31 females), 122
paired shrimps distributed in 120 heterosexual pairs and 2 homosexual (Table 1); in A.
bouvieri we observed 97 solitary shrimps (36 males and 61 females), 145 paired shrimps dis-
tributed in 141 heterosexual and 4 homosexual pairs; in A. carlae we observed 93 solitary
shrimps (31 males and 62 females), 139 paired shrimps distributed in 138 heterosexual pairs,
and 1 homosexual pair; in A. estuariensis we observed 363 solitary shrimps (151 males and
212 females), 209 paired shrimps distributed in 190 heterosexual pairs, and 19 homosexual
pairs. Finally, in A. nuttingi a total of 173 solitary shrimps (92 males and 81 females), 113
paired shrimps distributed in 108 shrimps heterosexual pairs, and 5 homosexual pairs were
observed. Among pairs, there was a predominance of heterosexual pairs in the five species
(Chi-square test of goodness of fit: A. angulosus x2 = 112.20, df =1, p < 0.0001; A. bouvieri:
2 =127.59,df = 1, p <0.0001; A. carlae ¥2 = 133.05, df = 1, p < 0.0001; A. estuariensis: y2
=138.27,df =1, p < 0.0001; A. nuttingi: x2 = 92.07, df = 1, p < 0.0001).

The values of the carapace length obtained for paired and solitary females and males
of the five species are in Table 1. In A. angulosus, A. bouvieri, A. carlae and A. estuariensis,
solitary and paired individuals were more frequent in intermediate size-classes (Fig. 3). In A.
nuttingi, paired individuals predominated in the intermediate size-classes and the solitary in

smaller classes (CL), being observed a displacement of the frequencies between these groups
(Fig.3).



Table 1 Refuges hosting shrimps and number of male (M) and female (F) shrimps living solitaries, in pairs, trios, quartets, quintets and sextets of

the five species of Alpheus Fabricius, 1798.

Refuges with shrimps (n: number of individuals)

Species

1 2 3 4 5 6
(n) () (n) () () ()
A. angulosus (25-M) (31-F) (120 - MF) (1 - FF) (1 - MM) 0 0 0 0
A. bouvieri (36-M) (61-F) (141 - MF) (3 - FF) (1 - MM) (1- MMM) (1 - FFF) 0 0 0
A. carlae (31-M) (62 - F) (138 - MF) (1- MM) 0 0 0 0
A. estuariensis (151 - M) (212-F) (190 - MF) (6 - FF) (13- MM) (1 - MMM) (1 - MMF) (5 - MFF) (1 - MMMF) (1 - MMFF) (1 - MMMMF) (1 - MMMFFF)
A. nuttingi (92-M) (81-F) (108 - MF) (2 - FF) (3 - MM) 0 0 0 (1 - FFFFFF)

Table 2 Minimum (Min) and maximum (Max) size, mean (M) and standard deviation (SD) of carapace length (CL) of solitary and paired males

and females of the five species of Alpheus Fabricius, 1798. Measurements in millimeters.

Solitaries Paired
Species Males Females Males Females
CL CL CL CL CL CL CL CL
(Min. - Max.) (M. £ SD) (Min. - Max.) (M. £ SD) (Min.-Max.) (M.xSD) (Min.-Max.) (M.£SD)
A. angulosus 29-8.7 6.3+15 3.0-9.7 6.3+1.9 24-92 6.6+1.6 24-104 6.7+1.8
A. bouvieri 18-121 53zx21 20-85 5414 2.1-83 51+1.2 1.8-10.1 5515
A. carlae 2.3-10.6 6.0+2.0 24-97 59+21 1.5-10.5 6.7+1.9 1.6 -10.2 6.7+1.9
A. estuariensis 2.0-26.5 8.0x26 2.0-140 74+29 28-155 85+138 35-147 88+21

A. nuttingi 22-134 6.3+24 19-14.2 5.8+2.3 26-16.5 9.4+3.0 2.4-14.3 9.0+29
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3.2 Females’ reproductive condition

Non-breeding were more frequent among solitary females of A. angulosus, A. carlae,
A. nuttingi and A. estuariensis. On the other hand, most of the solitary females of A. bouvieri
were carrying embryos (Table 3). Among the paired individuals, breeding females were more
frequent in A. angulosus, A. bouvieri and A. estuariensis. In A. carlae and A. nuttingi, there
was no significant difference between the frequencies of paired breeding and non-breeding
females (Table 4).

Table 3 Number of breeding and non-breeding females among shrimps living solitary and in
pairs in five species of Alpheus Fabricius, 1798. Chi-square test of females’ reproductive con-

dition, d.f. (degrees of freedom) = 1; s: p < 0.05 significant; ns: p > 0.05 non significant.

Species Solitaries Chi-Square Paired Chi-Square
Non-breeding Breeding y’value Non-breeding  Breeding y’value
Alpheus angulosus 22 9 465 41 79 114s
Alpheus bouvieri 13 46 17.3s 48 96 1535
Alpheus carlae 41 21 58s 65 73 0.3 ns
Alpheus nuttingi 76 3 65.6 55 53 0.009 ns
Alpheus estuariensis 109 82 355 52 138 38s

Among the paired breeding females, females with embryos in stage | of development predom-
inated in A angulosus, A. carlae, A. nuttingi and A. estuariensis. However, in A. bouvieri, fe-

males with embryos in final stage predominated (Table 4).
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Table 4 Stages of embryo development of paired breeding females of five species of Alpheus
Fabricius, 1798. * I, 1l and I1I: embryo stages; LH: females in final phase of larval hatching;

IN: Infertile eggs.

Species Embryo stage Chi-Square test
[ T Il IN LH y°value DF pvalue

Alpheus angulosus

48 12 8 6 5 868 4 <0.001
Alpheus bouvieri 27 18 44 1 6 61.6 4 <0.001
Alpheus carlae a1 10 7 7 8 60.1 4 <0.001
Alpheus nuttingi 23 10 15 2 3 28.8 4 < 0.001
Alpheus estuariensis 50 19 2% 16 27 25.8 4 <0.001

3.3 Sexual dimorphism among the pairs

There was no significant difference between mean CL of paired males and females (t-
test paired = 0.408; p = 0.683) of A. angulosus and A. carlae (t-test paired = -0.316; p =
0.752). In A. bouvieri, females were larger than males (t-test paired = 2.65; p < 0.005). In A.
nuttingi (t-test paired = 2.65; p < 0.005) and A. estuariensis (t-test paired = 4.47; p < 0.005),
males were larger than females. Strong positive correlations were observed between the CL of
the paired individuals (Fig. 4), showing the existence of size assortative-pairing.

Major cheliped PL, PH and PW were larger in males of A. angulosus, A. carlae, A.

nuttingi and A. estuariensis (Table 5), demonstrating the existence of sexual dimorphism rela-
tive to the size and robustness of this appendage. On the other hand, in A. bouvieri there was
no significant difference, demonstrating the absence of dimorphism in the chelipeds. The ab-
dominal measures (PLW and SW) were statistically larger in the females of the five species
(Table 5).
The relation PL vs CL demonstrated positive allometric growth in males of the five species,
with the cheliped developing in larger proportions than the carapace (Fig. 5) (Table 6). The
females’ regressions of A. angulosus, A. bouvieri, A. carlae and A. estuariensis also showed
positive allometry; however, females of A. nuttingi showed negative allometry in PL vs CL
relationship (Fig. 4). The ANCOVA oneway analyses revealed a significant difference be-
tween the slope of the regression (PL vs. CL) between sexes in all species, indicating higher
absolute growth in proportion of the PL in males of A. angulosus, A. bouvieri, A. carlae, A.
nuttingi, and A. estuariensis (Table 6).
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Table 5 Morfometric variables of the major chelipeds [propodus length (PL), height (PH) and width (PW)], and pleurae of second abdominal
segment [width (PIW) and esternite width (EW)] in males and females and tests statistic values for each species of Alpheus Fabricius, 1798 (Min

= minimum; Max = maximum; M = mean; SD = standard deviation; all measurements in millimeters).

Species

PL
(Min-Max/M+SD)

PH
(Min-Max/ MSD )

PW
(Min-Max/ MSD )

PIW
(Min-Max/ MSD )

EW
(Min-Max/ MSD)

Alpheus angulosus

Males
Females
t-Test (p-value)

Alpheus bouvieri

Males
Females
t-Test (p-value)

Alpheus carlae

Males
Females
t-Test (p-value)

Alpheus nuttingi

Males

Females

t-Test (p-value)
Alpheus estuariensis

Males
Females
t-Test (p-value)

25-14.7 (9.2 +3.3)
25-12.3 (7.2 +2.9)
7.49 (p < 0.001)

3.0-12.7 (6.6 + 3.2)
2.4-12.5 (6.8 +3.1)
0.45 (p = 0.653)

2.0-16.5(9.0 £ 3.6)
2.0-13.7(7.1£3.0)
6.54 (p <0.001)

3.0-19.2 (114 +5.2)

2.4-15.0(8.3+4.4)
6.27 (p < 0.001)

35-21.6(12.2 +2.8)
3.9-18.8 (11.4 £ 2.6)

9.40 (p < 0.001)

1.0-6.0(3.9+1.3)
1.0-48(3.0+1.2
8.38 (p < 0.001)

12-54(2.7+1.3)
04-53(2.8+13)
0.54 (p = 0.583)

1.7-6.5(3.9+1.5)
1.3-6.0(3.1+1.3)
6.49 (p <0.001)

12-8.2 (5.0 2.3)
1.0-8.0(3.6+0.2)
5.92 (p < 0.001)

12-9.0(52+1.2)
12-82(4.8+1.1)
9.61 (p < 0.001)

0.6-4.0(2.3+0.9)
06-3.1(1.7%0.7)
9.06 (p < 0.001)

0.7-3.3 (1.6 +0.8)
0.6-3.5 (1.6 +0.8)
0.36 (p = 0.719)

05-4.4(2.3+1.0)
0.5-3.7 (1.8+0.8)
7 (p < 0.001)

0.7-6.3(3.2%16)
0.6-47(23+1.2)
6.49 (p < 0.001)

0.9-7.8(3.2+0.8)
0.9-5.8(2.9+0.8)
5.74 (p < 0.001)

0.5-3.0 (1.6 +0.4)
0.7-5.2 (2.7 +1.0)
15.14 (p < 0.001)

0.4-2.6(1.3+0.4)
0.6-4.6 (2.1%0.7)
13.10 (p < 0.001)

0.6-3.2 (1.8 0.6)
0.6-4.7 (2.7 +1.0)
14.53 (p < 0.001)

0.5-4.0(2.3+0.8)
0.5-6.8(3.3%1.6)
9.96 (p < 0.001)

0.5-5.0 (2.1 +0.6)
0.8-6.8(3.4+£1.2)
20.35 (p < 0.001)

0.7-5.4 (3.0 0.8)
11-58(3.3+1.1)
4.70 (p < 0.001)

0.7-3.8(2.1+0.6)
0.8-4.7 (2.6 0.9)
6.19 (p < 0.001)

1.1-53(3.1+0.9)
0.7-6.2 (3.4 +1.3)
4.39 (p < 0.001)

0.9-6.3(4.0+1.4)
1.0-10.5 (4.3+2.0)
3.33 (p < 0.001)

12-7.1(43+1.0)
1.6-10 (4.7 + 1.4)
7.18 (p < 0.001)
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Table 6 Relative growth between propodus (PL) and carapace length (CL) in paired males and females of Alpheus Fabricius, 1798. Dependent
variable (), independent variable (X), determination coefficient (R? ajusted), t (t-test value), (s): p < 0.0001.

Species v X Equatl_on R? t Type of ANCOVA petween Sexual_dl-
regression allometry regressions morphism

Alpheus angulosus
Males PL CL y=1563x-1.282 0.89 29.79° + F=151.1*df =1

F = 37.16%* M>F
Females PL CL y=1.082x-0.513 0.78 19.42° + '
Alpheus bouvieri
Males PL CL y=1565x-0.492 0.9 33.36° + F=249;df =1

F=17.9 M>F
Females PL CL y=1302x +0.492 0.89 32.09° + -
Alpheus carlae
Males PL CL y =1.547x-0.9612 0.91 36.53° + F=2025;df =1

F=59.7 M>F
Females PL CL y=1.091x + 0.4001 0.85 26.94° + e
Alpheus nuttingi
Males PL CL y=1.274x+0.430 0.93 37.78° + F=117.9;df. =1

F =448 M>F
Females PL CL y=0.867x +2.005 0.76 16.72° - oo
Alpheus estuariensis
Males PL CL y=1537x-0.983 0.9 40.95° + F=159;df =1

Females PL  CL  y=11596x +0974 087 36.07° + F =582 M>F
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4. Discussion

In the five species of Alpheus studied the mean quantity of shrimps observed in the
refuges did not exceed more than two individuals per shelter, indicating that these populations
do not live in aggregations. Besides, A. angulosus, A. bouvieri and A. carlae presented highest
frequency of pairs and non-random distribution of individuals, i.e., a high probability of find-
ing paired individuals in a population is more the expected by chance alone. Thus, our data
supported the existence of social monogamy in such species, as observed in other decapod
populations (Baeza, 2008; Baeza et al. 2011; Baeza et al. 2016; Pfaller et al. 2014; Pescinelli
et al. 2016).

Differently, solitary shrimp were a little more frequent in A. nuttingi and much more
numerous in A. estuariensis. In A. nuttingi, the majority of solitary individuals was observed
in the smallest CL size-classes (Fig. 4). The mean CL of these individuals was smaller than
that of the paired shrimps (Table 2). These results may indicate the following situations for
the A. nuttingi: smaller individuals do not form pairs because they are not sexually mature or
they are not able to maintain the pair and/or staying in the refuge, being more easily evicted
from the shelter by a more able conspecific, as observed in behavioral studies with A.
angulosus and A. heterochaelis (Mathews, 2002b; Rahman et al. 2003). These results do not
exclude the existence of social monogamy in A. nuttingi, they indicate that monogamy may
occur, but late.

In A. estuariensis, on the other hand, the predominance of solitary individuals may re-
sult of the habit of the species, which lives inside complex burrows in mudflats, as well as of
the sampling method. Although pumping is the most viable sampling method in this type of
habitat, the complexity of burrows (with several openings and internal channels) facilitates
shrimps escape when they feel the disturbance in the sediment caused by pumping, may hap-
pen loss of individuals (Costa-Souza et al. 2014).

Recently, two populations of A. estuariensis from northeastern Brazil were analyzed
(Barroso et al. 2018). The hypothesis of monogamy was refuted in both populations, and the
data fitted with the pure-search the mating system [male search for females just to mate. To
search efficiently, these males roam through the population and continually contact conspecif-
ics until they find a receptive female (see concept in Correa and Thiel, 2003)], although the
number of heterosexual pairs was relatively higher, the distribution of the populations did not
differ from a random distribution, and the number of shrimp inhabiting the burrows anole was

s slightly higher. Abundance and structural complexity of refuges, where the predation risk
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becomes low, may facilitates the passage of males between galleries, increasing their mating
opportunities, not being favorable to monogamy.

The dominance of paired individuals is one of the most important population aspects
in the analysis of the mating system, because this behavior is a product of the population life-
style, of the interactions in the community (association with other an animals) and of the be-
havior of the species which led to the evolution of social monogamy. The monogamy in crus-
taceans is an adaptation to the cryptic lifestyle (or in cases of symbiosis with specific hosts of
small sizes that do not support many individuals — see Baeza and Thiel, 2007), where the ref-
uges are disperse and scarce in an environment with high rates of predation/competition. Fur-
thermore, the species may exhibit low population density, limiting the encounter between the
sexual partners (Knowlton, 1980; Thiel and Baeza, 2001; Correa and Thiel, 2003).

The species of Alpheus are of cryptic habit, living in heterogeneous environments of
high biological diversity, with high rates of competition for resources and predation. Many
populations are few in number compared to other decapod crustaceans, the individuals are
territorialist, with highly pronounced agonistic behavior, being difficult to observe more than
two individuals in the same refuge (Hughes et al. 2014; Nolan and Salmon, 1970; Rahman et
al. 2003, 2004). Therefore, we may infer that the ecological niche of shrimps of this group,
including A. angulosus, A. bouvieri, A. carlae, A. nuttingi and A. estuariensis, contributes to
the development/evolution of monogamy.

Males of the five studied species paired both with breeding and non-breeding females
carrying embryo masses in initial, intermediate and final stages of embryonic development.
Moreover, pairs formed by males and females apparently carrying unfertilized eggs (possibly
newly released) and others in final phase of larval hatching were also observed. These popula-
tion traits are strong indicators that males remain with females throughout the incubation pe-
riod (Baeza, 2008; Baeza et al. 2016; Pescinelli et al. 2016), perhaps remaining until the next
reproductive event (Correa e Thiel, 2003; Rahman et al. 2002).

The period of embryonic development until larval hatching in some species of Alpheus
was estimated to last from 3 to 4 weeks (Knowlton, 1973; Tracey et al. 2013). If males pair
only for mating, the frequency of pairs formed by males and females carrying embryos in all
stages of developed is expected to be very low. Other fact that favors the staying of the males
is that populations of tropical crustaceans present a continuous reproductive cycle [observed
in other populations of A. estuariensis, A. carlae, A. nuttingi and A. dentipes (Costa-Souza et
al. 2014; Fernandez-Mufioz and Garcia-Raso, 1989; Mossolin et al. 2006; Pavanelli et al.

2010)], and, soon after larvae release, the females become sexually receptives in a short time
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(Bauer, 2004; Chack et al. 2015; Mathews, 2003), ensuring to males the possibility of repro-
duction with the same female. Futhermore, the male genetic contribution may influence “pa-
ternal care” and the staying of the male next to the offspring, which was observed in an exper-
imental study with A. angulosus (Mathews, 2007).

In populations with “search and attend” mating system (Correa and Thiel, 2003), in

which males are found with females only for copulation, only the occurrence of pairs with
non-breeding females (close to starting the reproductive moult) or with infertilized eggs is
observed (Baeza et al., 2016; Diesel, 1986; VVan der Meeren, 1988), which is not the case of A.
angulosus, A. bouvieri, A. carlae, A. nuttingi and A. estuariensis.
However, we observed some solitary females of the five species carrying embryos, although
the largest of them were non-breeding (see Table 3). The presence of breeding solitary fe-
males is characteristic of promiscuous and free-living species (Baeza et al. 2016; Thiel and
Baeza, 2007). On the other hand, in many species of sexually monogamic crustaceans, fidelity
between sexual partners is not rigid; there may be abandonment or exchange of partners when
environmental factors are favorable, or even when there is some connection between the ref-
uges (Baeza, 2008; Baeza et al. 2013, 2016; Boltafia and Thiel, 2001; Knowlton, 1980;
Mathews, 2002a). The presence of these females in the populations studied may signal two
contexts: (1) the same paired individuals do not stay through the entire reproductive life
and/or (2) males paired with these females were recently predated, since breeding females
have a lower activity (Hughes et al. 2014), getting more protected in the refuge.

The last indicatives of monogamy analyzed were the existence of size-assortative pair-
ing and of sexual dimorphism. Populations of monogamous crustaceans exhibit reduced or
absence of sexual dimorphism, and this characteristic reflects the behavior of species in which
males do not fight constantly for females (Baeza, 2008; Baeza and Asrey, 2011; Baeza and
Thiel, 2007).

In this study, paired males and females of A. angulosus and A. carlae presented similar
CL, in A. bouvieri and A. estuariensis females were slightly larger than males and in A.
nuttingi males were slightly larger than females. In several species of Alpheus differences in
size between the sexes are absent or very small (Costa-Souza et al. 2014; Costa-Souza et al.
submitted; Harikrishnan et al. 2010; Mossolin et al. 2006; Pavanelli et al. 2008, 2010;
Pescinelli et al. 2016; Soledade et al. 2018). The small size dissimilarities observed in the
studied populations is another characteristic that speaks in favour of the hypothesis of monog-
amy in such populations. Besides that, corroborating this result in the five species of Alpheus,

a strong trend was observed in the formation of pairs, with shrimps always paired with con-
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specifics of very similar size. In A. angulosus, A. carlae, A. estuariensis and A. nuttingi the
male body explained more than 75% of the variation in female body size. This tendency is
well observed in species of monogamous crustaceans (Baeza, 1999, 2008; Boltafia and Thiel,
2001; Costa-Souza et al. 2014; Pescinelli et al. 2016; Rahman et al. 2002). Partners of similar
size may reduce loss of reproductive potential for both sexes (Diesel, 1986; Rahman et al.
2002).

Males of A. angulosus, A. carlae, A. nuttingi and A. estuariensis presented larger/more
robust chelipeds than females, different from that observed in A. bouvieri where there were no
differences between the sexes. In male/female pairs of A. angulosus, A. buckupi and A. carlae
from Bahia, Brazil, males also had larger cheliped than females (Soledade et al. 2018). These
differences may indicate some degree of competition, mainly between males for females and
refuges, and that the time of staying may not last for a lifetime, there being exchange of part-
ners when appropriate, similar to that observed in other monogamous populations where
males have larger chelipeds (Baeza, 2008; Baeza et al. 2011; Knowlton, 1980; Pfaller et al.
2014).

The analysis of relative growth showed that in males and females of A. angulosus, A.

bouvieri, A. carlae and A. estuariensis, and in males of A. nuttingi, the cheliped develops in
larger proportions than the carapace. However, in females of A. nuttingi, had the major
cheliped developed in a smaller proportion. However, the proportion of increase in growth of
this appendage in relation to the body was higher in males in the five species, confirming the
existence of differences in the development of this appendage among the sexes.
The cheliped in Alpheus is a fundamental structure for survival, used in defense against preda-
tors, in prey capture, defense of the sexual partner and in the construction and protection of
the refuges, presenting similar function in males and females (Anker et at. 2006; Versluis et
al. 2000; Hughes et al. 2014). Behavioral studies with A. heterochaelis and A. angulosus re-
vealed a contrast between the sexual dimorphism of the major cheliped and the level of ag-
gression between the sexes, being the females more aggressive in the territory defense, alt-
hough they presentsmaller chelipeds, and that the aggressiveness of the females may contrib-
ute to the maintenance of the pairing (Hughes et al. 2014). However, it is still not clear how
the level of aggressiveness is decisive for the maintenance of monogamy. In addition, there
are indications that energy expenditure on embryo production may decrease the energetic al-
location to the cheliped in females after maturity (Costa-Souza, unpublished results; Hughes
et al. 2014).
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Differently, the abdominal features of females of A. angulosus, A. bouvieri, A. carlae,
A. estuariensis and A. nuttingi were larger than in males, evidencing sexual dimorphism. For
these structures the biological implications are clear since in caridean shrimps females carry

embryos underneath the abdomen until larval hatching (Bauer, 2004).

5. Conclusion

The frequency of paired individuals vs. single or in groups (trios, quartets, etc.), the
frequency of pairs formed by males and breeding and non-breeding females, the females’ re-
productive condition and the size-assortative pairing in the populations of A. angulosus, A.
bouvieri and A. carlae indicate that they are monogamous. In the case of A. nuttingi, the re-
sults on frequency distribution demonstrated higher tendency for finding solitary individuals;
however, the solitary individuals were much smaller than the paired, indicating that pairing
behavior may took place later in this species. In A. estuariensis, the type of habitat of the spe-
cies and the complexity of their burrows may facilitate the escape of shrimp at the time of
pumping, underestimating the actual number of pairs. However, the other indicatives ob-
served were similar to those of the monogamous species, not rejecting the possibility of mo-
nogamy in A. nuttingi and A. estuariensis. Lastly, the sexual differences in the chelipeds and
the existence of solitary embryo-carrying females indicated that monogamy in the five species
is not rigid, that heterosexual pairing may not last long, due to possible competition between

males by females or refuge.
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A- Lateral view
B- Ventral view
C- Dorsal view
D- Lateral view

Figure 1. Morphometrics obtained from each shrimp of the five species of Alpheus Raf-
inesque, 1815. Carapace Length (CL), Propodus Length (PL), Propodus Height (PH); =
Propodus Width (PW), Pleura Widht (PIW) and Esternit Width (EW). Specimen of A. carlae
represented.
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4 CONCLUSAO

Os camardes Alpheus sdo um grupo muito diverso e rico na comunidade marinha, sen-
do um dos mais abundantes crustaceos decapodes da macrofauna béntica. Contudo, a maioria
dos estudos ecoldgicos (populacionais) est4 concentrada em outros grupos de crustaceos (co-
mo 0s dos caranguejos), principalmente os de interesse econdémico. Os resultados apresenta-
dos nesta tese contribuiram para ressaltar a importancia deste taxon tdo pouco estudado, esti-
mular outros grupos de pesquisa a desenvolverm estudos com Alpheidae, principalemente
com espécies da costa brasileira, onde ha uma grande abundancia de individuos, e acrescentar
com novas descobertas ecoldgicas ao conhecimento da biologia de Alpheus.

A partir dos nossos dados, pode-se verificar que muitas caracteristicas morfologicas e
reprodutivas de Alpheus sdo similares, sendo moldadas ndo s6 pela existéncia em simpatria
das espécies, mas, provavelmente, por relagdes filogenéticas, apesar de algumas espécies cita-
das ao longo dos artigos serem geograficamente separadas. Por outro lado, as diferencas eco-
I6gicas (no que tange a producdo de embrides e morfometrias) existem, sendo reflexo do mo-
do de adaptacdo ao meio de cada espécie.

Os artigos gerados nesta tese irdo subsidiar outras pesquisas que busquem responder
questBes ndo respondidas, e dar embasamente para geracdo de novas hipéteses a serem lavan-
tadas com Alpheus.
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