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INTRODUCAO GERAL

O hermafroditismo € uma estratégia reprodutiva predominantemente apresentada
por plantas e considerada comum em animais (de Jong & KLINKHAMER et al., 2005;
GHISELIN, 1969; MUNDAY et al., 2006). De modo geral, a mudanca de sexo nesse
tipo de sistema sexual ocorre de forma direcional, ou seja, de um sexo inicial masculino
para feminino (protandria) ou de um sexo inicial feminino para o0 masculino (protoginia)
(WARNER, 1975). Um outro modo, considerado mais raro, € a mudanca de sexo
bidirecional. Nessa modalidade um individuo pode mudar de sexo mais de uma vez ao
longo de sua vida (MUNDAY, 1998; NAKASHIMA et al., 1995). De acordo com
GHISELIN (1969), o hermafroditismo é previsto para ocorrer em espécies que se
reproduzem mais eficientemente em um dos dois sexos quando ainda sdo menores e
aumentam sua eficiéncia reprodutiva ao mudarem para outro sexo, a medida que
crescem e envelhecem (GHISELIN, 1969).

Nos crustaceos, o hermafroditismo do tipo protandrico € mais comum, sendo
registrado nas classes Cirripedia, Copepoda e em Malacostraca ocorre em nove familias
de Decapoda, duas de Amphipoda e quatro de Isopoda (BROOK et al., 1994). Ja a
protoginia tem sido registrada apenas em Malacostraca, nas ordens Tanaidacea e
Isopoda (BROOK et al., 1994). Dentro da ordem Decapoda, a infraodem Caridea é
reconhecida por apresentar uma grande diversidade de sistemas sexuais (BAUER,
2000), onde a protandria apresenta variacbes (CORREA & THIEL, 2003). De acordo
com BROOK et al. (1994), as duas modalidades de hermafroditismo no filo Crustacea
possivelmente se originaram em varios momentos e de forma independente.

Entre os carideos da familia Alpheidae, Salmoneus Holthuis, 1955 é considerado
o terceiro maior género, com mais de 50 espécies distribuidas desde o sul do
Mediterraneo até latitudes tropicais (ANKER, 201la; ANKER, 2012; ANKER &
LAZARUS, 2015; DE GRAVE & FRANSEN, 2011; DURIS & HORKA, 2016;
KOMAI et al., 2015; KOMAI & ANKER et al., 2014). Os estudos relacionados a essas
espécies, com excegdo de S. carvachoi, resumem-se a aspectos taxondmicos e breves
informagdes ecoldgicas de seus habitats. Apesar da escassez de estudos, o género
destaca-se como um dos mais ricos em espécies (ANKER, 2007, 2010), ocupando o
terceiro lugar dentro da familia Alpheidae, depois de Alpheus Fabricius, 1798 e
Synalpheus Spence Bate, 1888 (ANKER, 2007). A dificuldade de realizagéo de estudos
e escassez de informacgBes bioldgicas e ecologicas, dentre outras, deve-se



principalmente ao fato destas espécies apresentarem habito criptico, coloracdo pouco
notavel, tamanho geralmente inferior a 15 mm de comprimento total (com registros de
algumas especies cujos adultos sdo menores que 10 mm) e habitarem ambientes de
dificil acesso, como substrato coberto por rochas, cascalho de coral e tocas escavadas
por outros crustaceos (ANKER, 2007, 2010; DE GRAVE, 2004).

Impossibilidade de identificacdo do sexo em representantes de Salmoneus tém
sido relatada em varios trabalhos, tendo como justificativa a observagdo de um appendix
masculina bem desenvolvido no segundo par de ple6podos de todos os espécimes
analisados (incluindo os ovigeros) (ANKER & MARIN, 2006; ANKER, 2007, 2010,
2011a, b; CARVACHO, 1989; CHRISTOFFERSEN, 1982; HOLTHUIS, 1990;
FRANSEN, 1991). Este apéndice é um carater sexual secundario comumente utilizado
para o reconhecimento do sexo em camardes carideos, sendo sua presenca restrita aos
individuos do sexo masculino (BAUER, 2004; CARVACHO, 1989). Tal peculiaridade
tem levado alguns autores a sugerirem que esse trago pode indicar algum tipo de
hermafroditismo (CARVACHO, 1989; ANKER, 2011b, OLIVEIRA et al., 2015).

Para a elucidacdo dessa problematica, torna-se extremamente importante a
realizacdo de um estudo sobre o sistema sexual desses representantes. No capitulo 1, os
caracteres sexuais primarios e secundarios de Salmoneus carvachoi Anker, 2007 foram
estudados com o intuito de testar a hipdtese de hermafroditismo (Oliveira et al., 2015).

Além da ampla diversidade de sistemas sexuais apresentada pelos camardes
carideos, uma variedade de estratégias reprodutivas também é reportada (HARTNOLL,
1985). Pardmetros como fecundidade, volume embrionario e investimento reprodutivo
s80 os principais aspectos reprodutivos estudados para inferir sobre a estratégia adotada
pelos representantes desse grupo (ANGER & MOREIRA, 1998; COREY & REID,
1991; HATTORI & PINHEIRO, 2003). Tais estratégias variam tanto em nivel
interespecifico quanto a intraespecifico e podem ser fortemente influenciadas por
fatores ambientais e genéticos (ANGER & MOREIRA, 1998; SASTRY, 1983).

Nos camardes carideos, um padrdo reprodutivo comumente observado é o
aumento da fecundidade (potencial reprodutivo) atrelada ao aumento do tamanho da
fémea (comprimento da carapaga) (ANGER & MOREIRA, 1998; BALASUNDARAM
& PANDIAN, 1982; BAUER, 1991) e perda de embrides, decorrente do aumento do
volume embrionario ao longo desenvolvimento (ANGER & MOREIRA, 1998;
BALASUNDARAM & PANDIAN, 1982; COREY & REID, 1991). Na familia
Alpheidae, esse padrdo tem sido relatado na maioria das espécies de Alpheus Fabricius,



1798, Betaeus Dana, 1852 e Synalpheus Spence Bate, 1888 (BALASUNDARAM &
PANDIAN, 1982; COREY & REID, 1991; ANGER & MOREIRA, 1998).

No capitulo 2, a producdo de embrides em S. carvachoi foi estudada com o
intuito de saber se 0 mesmo padrédo relatado na infraordem (correlagcdo positiva entre
fecundidade e tamanho da fémea, aumento do volume embrionario e perda de embrides
ao longo desenvolvimento) também ocorre nessa espécie. Em adicéo, foi investigado se
a fecundidade pode apresentar relagdo com o tamanho de outras estruturas, além do
comprimento de carapaca, como por exemplo, a largura do segundo somito abdominal,
e largura e altura da pleura do segundo somito abdominal. Essa é a primeira espécie do

género a ser estudada quanto ao sistema sexual e producdo de embrides.

OBJETIVO GERAL
Testar a hipotese de hermafroditismo e investigar se Salmoneus carvachoi Anker, 2007
apresenta 0 mesmo tipo de estratégia reprodutiva, como os da maioria dos

representantes de Caridea.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudar a morfologia dos caracteres sexuais primarios, como gbnadas e dutos
genitais;

e Estudar a morfologia dos caracteres sexuais secundarios como gonoporos, e
appendix masculina;

e Buscar outros caracteres externos que possam auxiliar no reconhecimento das
formas sexuais (e.g., comprimento da carapaca, morfologia do appendix
masculina e dos dois primeiros pares de pleépodos).

e Verificar se existe relacdo entre comprimento da carapaca vs fecundidade,
largura e altura da pleura do segundo somito abdominal vs fecundidade e largura
do segundo somito abdominal vs fecundidade;

e Comparar 0o volume médio e numero de embribes entre 0s estagios de

desenvolvimento embrionério.
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CAPITULO 1

MARIO V. OLIVEIRA ET AL., SISTEMA SEXUAL DO CAMARAO SALMONEUS

CARVACHOI: GONOCORISMO OU HERMAFRODITISMO?

Sistema sexual do camaréao Salmoneus carvachoi Anker, 2007 (Crustacea:
Decapoda: Alpheidae): gonocorismo ou hermafroditismo?
Mario V. Oliveira®, Fernando J. Zara®, Ana C. Costa-Souza?, Rodolfo Mariano® e
Alexandre O. Almeida®

'Programa de P6s-Graduacdo em Zoologia, Departamento de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), llhéus, Bahia, Brasil, 2Programa de
P6s-Graduacgdo em Biologia Animal, Departamento de Zoologia, Centro de
Biociéncias, Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Av. Moraes Régo, 1235,
Cidade Universitaria. 50670-901 Recife, Pernambuco, Brazil, *Departamento de
Biologia Aplicada, Invertebrate Morphology Laboratory (IML) and Aquaculture Center
(CAUNESP), Universidade Estadual Paulista (UNESP), Via de Acesso Prof. Donato
Castellane, S/N, Jaboticabal 14884-900, SP, Brasil
Correspondence: M.V. Oliveira; e-mail: mario_biovitor@hotmail.com

RESUMO

O appendix masculina é um carater sexual secundario comumente utilizado para o
reconhecimento do sexo em camardes carideos, sendo sua presenca restrita aos
individuos do sexo masculino. A observacdo da presenca deste apéndice bem
desenvolvido no segundo par de pledpodos de todos os espécimes de Salmoneus
(incluindo os ovigeros) analisados até 0 momento, tem impossibilitado a identificacdo
do sexo e levado alguns autores a sugerirem a presenca de hermafroditismo. O presente
estudo teve como objetivo testar a hipotese de hermafroditismo protandrico simultaneo
no camardo Salmoneus carvachoi. Para tal, foi estudado o sistema sexual dessa espécie
(caracteres sexuais primarios e secundarios), a partir de andlises morfoldgicas,

histolégicas e de microscopia eletrdnica de varredura. As coletas foram realizadas no
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nordeste do Brasil, no estuario do Rio Paripe, Ilha de Itamaracd, Pernambuco. De um
total de 272 individuos coletados durante o verdo 2016/2017, 80 foram ulitizados para
dissecacdo. Trés formas sexuais foram identificadas: fase masculina (n = 33);
transicional (n = 1) e fase hermafrodita simultanea (n = 46). Individuos na fase
masculina apresentaram um tamanho médio (2,66 = 0,31 mm) menor que 0S
hermafroditas simultaneos (3,71 + 0,43). A analise histologica da gbnada de um
hermafrodita simultdeno revelou a presenca de gametas masculinos e femininos. A
analise de microscopia eletrdnica de varredura revelou a presenca de gondporos
masculinos em machos e gondporos masculinos e femininos em hermafroditas
simultdneos. Diferente das espécies que apresentam esse tipo de sistema sexual, em S.
carvachoi, apds a mudanca de forma sexual, ndo ocorre qualquer alteracdo na forma ou
tamanho do appendix masculina. As evidéncias obtidas nesse estudo suportam a
hipdtese de hermafroditismo protandrico simultaneo em S. carvachoi, sendo o primeiro
caso registrado na familia Alpheidae.

Palavras-chave: Appendix masculina, fase masculina, fase hermafrodita simultanea,

ovotesticulo.

INTRODUCAO

O sistema sexual em camardes carideos é bastante diversificado (Bauer, 2000;
2004; Correa & Thiel, 2003). As espécies dessa infraordem sdo predominantemente
gonocaricas, ou seja, individuos reproduzem-se apenas como macho ou fémea ao longo
do seu ciclo de vida (Correa & Thiel, 2003). Apesar de relativamente raro em
crustaceos, mais de trinta espécies de carideos apresentam hermafroditismo (Policansky,
1982; Bauer, 2000; 2004). Nesse tipo de sistema sexual, um individuo pode se
reproduzir através dos dois sexos, em diferentes periodos de sua vida ou em um mesmo
periodo, através da producdo simultdnea de gametas masculinos e femininos
(Policansky, 1982; Baeza, 2009). Quando o sexo inicial € masculino esta condigdo

chama-se protandria e quando o sexo inicial ¢ feminino chama-se protoginia (Warner,



1975). Diferentemente da protandria, a protoginia € menos comum nos crustaceos,
sendo registrada somente na classe Malacostraca (Brook et al., 1994; Bauer, 2000).

De acordo com Correa & Thiel (2003), em Caridea a protandria pode ser do tipo
completa (todos os machos da populacdo mudam de sexo), parcial (apenas alguns
machos da populacdo mudam de sexo), parcial com machos e fémeas primarias (a
populacdo é composta por machos que mudam de sexo e alguns machos e fémeas que
permanecem no mesmo sexo durante seu tempo de vida), parcial com fémeas primarias
(a populacdo é composta por machos que mudam de sexo e fémeas que nunca passaram
por mudanga de sexo) e simultanea (a populacdo é composta por individuos que atuam
inicialmente como machos e depois tornam-se hermafroditas simultdneos, ou seja,
atuando como os dois sexos, simultaneamente).

Nos camardes carideos da familia Alpheidae Rafinesque, 1815, o
hermafroditismo protandrico completo foi registrado em Arete acanthocarpus (Miya &
Miyake, 1968) e A. dorsalis Stimpson, 1860 (Suzuki, 1970, como Athanas
acanthocarpus e Athanas dorsalis, respectivamente). No mesmo género,
hermafroditismo protandrico parcial ocorre em A. indicus Coutiére, 1903 (Nakashima,
1987, como Athanas kominatoensis Kubo, 1942; Gherardi & Calloni, 1993, como
Athanas indicus). Hermafroditismo protandrico parcial, com machos e fémeas
primarias, foi registrado na familia Thoridae Kingsley, 1879, em Thor manningi Chace,
1972 (Bauer, 1986). Hermafroditismo protandrico parcial, com fémeas primarias, esta
relatado na familia Crangonidae Haworth, 1825, em Crangon crangon Linnaeus, 1758
(Boddeke et al., 1991; Schatte & Saborowski, 2006). Na familia Lysmatidae Dana,
1852, também esta relatada a ocorréncia de hermafroditismo protandrico simultaneo em
todas as espécies de Lysmata Risso, 1816 estudadas até 0 momento e Exhippolysmata

oplophoroides Holthuis, 1948 (Baeza, 2009; Braga et al., 2009). Na familia
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Barbouriidae Christoffersen, 1987, esse mesmo sistema sexual ocorre em Parhippolyte
misticia J. Clark, 1989 (Onaga et al., 2012).

Em camar@es carideos, o reconhecimento do sexo é feito, de um modo geral,
através da observagdo dos caracteres sexuais secundarios como o appendix masculina e
poros genitais. O appendix masculina esté localizado no endopodito do segundo par de
pledpodos (apéndices natatorios) dos machos e esta ausente nas fémeas (Bauer, 2004).
Esta estrutura é utilizada durante a cOpula e estd associada a transferéncia de
espermatdéforos do macho para a fémea (Bauer, 1976; 2013). Os poros genitais sao
aberturas terminais dos ductos genitais masculinos ou femininos, por onde saem 0s
gametas, que sdo transportados da génada para a regido externa (Bauer, 2004). Quando
presentes na base das coxas do terceiro par de pereiopodos (apéndices ambulatérios),
indicam que o individuo € fémea, enquanto nos machos, localizam-se na base das coxas
do quinto par de pereiépodos (Bauer, 2004).

A impossibilidade de identificacdo do sexo tem sido relatada para as espécies de
camardes carideos do género Salmoneus Holthuis, 1955 (pertencentes a familia
Alpheidae) devido ao fato de todos os individuos analisados apresentarem appendix
masculina bem desenvolvido, até mesmo os ovigeros (Christoffersen, 1982; Carvacho,
1989; Holthuis, 1990; Fransen, 1991; Anker e Marin, 2006; Anker, 2007, 2010, 2011a,
b; Oliveira et al., 2015). De acordo com Anker e Marin (2006), a Gnica forma de
determinar o sexo destas espécies e dissecando as gonadas para identificar o ducto
feminino e/ou masculino, que terminam nos gondporos situados perto da base da coxa
do terceiro ou quinto par de peredpodos, respectivamente.

Salmoneus carvachoi Anker, 2007 & um camardo estuarino distribuido no
Atlantico Ocidental, podendo ser encontrado no México, Guadalupe, Venezuela e no

Brasil (da Paraiba até S3o Paulo). Esta espécie esta presente desde a regido do
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entremarés até 22 m de profundidade, onde vive sob rochas e cascalho e em planicies de
lama de estuérios e mangues, comumente habitando o interior de galerias escavadas por
outros crustaceos (Christoffersen, 1982; Almeida et al., 2012; Anker, 2010, 2007). Os
estudos existentes relacionados a esta espécie resumem-se a aspectos taxonémicos
(Anker 2010; 2007), observagdes sobre sua histdria de vida (Oliveira et al., 2015) e
producdo de embrides (Oliveira et al., 2018, em revisdo). Diferentemente dos demais
representantes do género, Oliveira et al. (2015) relataram alguns indicios do sistema
sexual em S. carvachoi.

Anker (2007; 2010), Oliveira et al. (2015) e Vera-Caripe et al. (2015) relataram
a impossibilidade de identificagdo do sexo das amostras de S. carvachoi com base na
observacdo apenas do appendix masculina. Apesar dos poros genitais também serem
um carater indicador de sexo, ndo € possivel visualiza-los com clareza atraves de um
estereomicroscopio ou mesmo de um microscépio Optico devido ao pequeno tamanho
dessa espécie (Oliveira et al., 2015), assim como também ocorre com outras espécies de
Salmoneus (Anker & Marin, 2006).

Em um estudo realizado por Oliveira et al. (2015), foram coletados casais de S.
carvachoi, sendo que em alguns dos pares, ambos os individuos encontravam-se
portando embrides. Anker e Marin (2006) também j& haviam observado essa mesma
condicdo de pareamento em S. pussilus Anker & Marin, 2006 e em S. rostratus Barnard,
1962. A formacdo de pares compostos por dois individuos ovigeros parece ser
particularmente apresentado em populacdes de hermafroditas protandricos simultaneos,
conforme foi registrado em Lysmata pederseni Rhyne & Lin, 2006 (Baeza, 2010).
Tendo em vista essas caracteristicas sexuais observadas em S. carvachoi, foi sugerida a
hipdtese de hermafroditismo protandrico simultaneo (Oliveira et al., 2015), assim como

ja havia sido sugerido para outras espécies desse género (Anker, 2011b).
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No hermafroditismo protandrico simultaneo, o individuo inicialmente atua como
macho e apresenta caracteres sexuais secundarios masculinos bem desenvolvidos e
ovotesticulo (isto é, uma gbnada capaz de produzir gametas femininos e masculinos)
com apenas a porgdo testicular bem desenvolvida (Bauer e Holt, 1998; Bauer, 2000;
Bauer e Newman, 2004). Ao atingir um determinado tamanho, o individuo torna-se um
hermafrodita simultaneo, apresentando ovostesticulo com porg¢des testicular e ovariana
bem desenvolvidas e podendo se reproduzir alternadamente como macho e fémea,
porém, sem autofecundar-se (Charnov, 1982; Bauer e Holt, 1998, Bauer, 2000, Baeza,
2009). Nessa forma sexual geralmente ocorre uma reducgdo total ou parcial dos
caracteres sexuais secundarios (Bauer e Holt, 1998; Bauer, 2000, 2002a; Bauer e
Newman, 2004).

Tendo em vista a impossibilidade de identificagdo do sexo em S. carvachoi
através da observacgdo da presenca do appendix masculina e o relato da ocorréncia de
individuos ovigeros pareados, 0 presente estudo teve como objetivo testar a hipétese de

hermafroditismo protandrico simultaneo nessa especie.

MATERIAL E METODOS

As coletas foram realizadas em dezembro de 2016 e em fevereiro de 2017
durante a maré baixa (em periodos de sizigia), numa planicie de lama da regido
mesolitoral do estuario do Rio Paripe, llha de Itamaracd, Pernambuco, Brasil
(7°48°38.0”’S 34°51°22.1”W). Para a obtencdo dos exemplares, foi realizado o método
de pisoteio sobre a lama. Para este procedimento, trés pessoas pisotearam um local da
planicie (sem padronizacdo de tempo e esforco de captura) com aberturas de tocas
escavadas pelo camardo Alpheus estuariensis Christoffersen, 1984, com o qual S.

carvachoi € comumente encontrada em associacdo (Almeida et al., 2012). Devido a
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acdo do pisoteio, os camardes desabrigados deslocam-se em pogas de dgua formadas no
substrato, onde podem ser visualizados e capturados com uma pequena rede de mao.
Apos a captura, os individuos foram colocados em potes plasticos com agua do estuério,
transportados para o laboratério, anestesiados em gelo e fixados em formalina a 10%.
Para o conhecimento do sistema sexual, foram estudados os caracteres sexuais primarios
e secundarios, a partir de analises morfoldgicas, histologicas e de microscopia eletrénica
de varredura.

Com base em Bauer (2004), esperou-se encontrar os menores individuos na fase
masculina, os de tamanho intermediario na fase transicional e os maiores na fase de
hermafroditas simultdneos. Assim, para o estudo morfol6gico dos caracteres sexuais
internos (gbnadas e ductos), 80 individuos de diferentes tamanhos (com comprimentos
de carapaca inferior a 2,5 mm, variando entre 2,5 e 3,5 mm e superior a 3,5 mm, o qual
é representativo para a variacdo de tamanho total) foram selecionados para dissecacéo.

As gbnadas foram removidas com o uso de pinca e agulha histoldgica de ponta
fina. Em seguida, foram analisadas sob o microscdpio estereoscépico, onde foi
verificada a presenca do tecido ovariano e/ou testicular e dutos genitais femininos
(ovidutos) e/ou masculinos (vasos deferentes) terminando nas coxas do terceiro e/ou
quinto par de pereiopodos, respectivamente. Também foi observado o tamanho,
coloracdo e formato das goénadas, a fim de identificar diferencas nos graus de
desenvolvimento. Por fim, estas foram fotografadas no microscopio estereosocopico
com sistema de captura de imagem.

GoOnadas de individuos de variados tamanhos foram destinadas a microscopia
eletronica de varredura e a histologia. O mesmo foi feito para individuos inteiros, 0s

quais foram destinados apenas a microscopia eletronica de varredura a fim de identificar
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a presenca de poros genitais femininos e/ou masculinos presentes na base da coxa do
terceiro e/ou quinto par de pereidpodos, respectivamente.

Para a preparacdo histolégica, as gonadas fixadas em formalina a 10%, foram
lavadas em tampé&o fosfato 0,2M (pH 7,4) e os tecidos tamponados foram desidratados
em séries crescentes de alcool (70-95%), embebidos e incluidos em resina glicol-
metacrilato Leica®, seguindo recomendacdo do fabricante. Uma vez polimerizados, 0s
blocos foram seccionados em micr6tomo rotativo Leica® RM 2245 e os cortes de 4 a 7
um foram recolhidos em I&minas. Para a analise histoldgica convencional, os cortes
foram corados com hematoxilina e eosina (Junqueira & Junqueira, 1983). Para a anélise
histoquimica dos tecidos, os cortes foram submetidos a coloracdo de Xylidine ponceau,
para proteinas totais (Melo & Vidal, 1980), &cido periddico de Schiff (PAS) e azul de
Alcian para polissacarideos neutros e acidos, respectivamente (Junqueira & Junqueira,
1993). Todas as imagens foram obtidas e digitalizadas no fotomicroscopio Leica®DM
2000, por meio do do software Leica® IM50.

Para a diferenciacdo das formas sexuais, as amostras foram classificadas em
ovigeras e ndo ovigeras. Foi medido o comprimento da carapaca e do appendix
masculina e observada a morfologia dos dois primeiros pares de pledpodos. Os
individuos foram fotografados em um microscopio estereoscopico com sistema de
captura de imagem e em seguida as fotografias obtidas foram analisadas no software
ImageJ 1.45s (Rasband, 2006) para obtencéo das medidas do comprimento da carapaca
(CC) (distancia entre a extremidade do rostro e a margem posterior da carapaca) e
comprimento do appendix masculina (CAM) (distancia entre a base e a extremidade do
apéndice).

Foi utilizada a analise de crescimento relativo para verificar se existe alguma

mudanga no padrdo de crescimento do appendix masculina (CAM) em funcdo do
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comprimento da carapa¢a (CC), conforme tem sido observado nas espécies que
apresentam hermafroditismo protandrico simultaneo (Bauer & Holt, 1998, Bauer, 2000;
Bauer & Newman, 2004, Pescinelli et al., 2017). Para isso, foi usada a equacéo
alométrica linearizada (log y = log a + b log x), sendo y a variavel dependente (appendix
masculina), x a variavel independente (CC), b o coeficiente alométrico e ¢ o ponto onde
a linha cruza o eixo y. A condicdo alométrica de b foi determinada como b = 1:
isometria, b < 1: alometria negativa e b > 1: alometria positiva (Hartnoll, 1978; Huxley,
1950). Os individuos foram separados em dois grupos com base na analise das génadas:
fase masculina — Grupo 1 (gbnada com apenas porcéo testicular desenvolvida) e fase
hermafrodita simultdéneo — Grupo 2 (gbnada com porgdo testicular e ovariana
desenvolvidas). Os valores de b foram testados usando test t de Student (Ho = 1; Ho# 1,
a = 1%) (Zar, 1996). Diferencas nainclinacdo (b) e intercepto (a) entre os dois
grupos foram comparadas usando analise de covariancia ANCOVA. Além disso, foi
verificada a existéncia de diferencas morfoldgicas desse mesmo apéndice nos dois
grupos.

Para a analise de microscopia eletronica de varredura das gbnadas e poros genitais,
as amostras foram lavadas em tampéo fosfato 0,2M (pH 7,4) e em seguida pés-fixadas
com tetroxido de 6smio 1% tamponado, desidratadas em série crescente de acetona (30-
100%), permanecendo 15 minutos em cada série e tendo repeticdo de trés banhos na
concentracdo de 100% e em seguida completamente secas no aparelho de ponto critico
EMS 850 com CO,. Apds a secagem, as amostras foram aderidas a “stubs” metalicos
por meio de fita dupla-face, recoberta com carbono. As amostras foram entéo
vaporizadas com uma delgada camada (50 nm) de ouro no “sputtering” Dayton Vacum,
sendo posteriormente observadas e fotografadas no MEV Zeiss EVO 10 com feixe

eletronico de 15 KV.
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RESULTADOS

Foram obtidos, no total, 272 individuos, sendo 220 ndo ovigeros e 52 ovigeros. A
variacdo total do CC foi de 1,81 a 5,26 mm (3,47 + 0,66 mm). Foi possivel identificar
trés formas sexuais: fase masculina (n = 33) — gbnada apenas com porg¢éo testicular
visivelmente desenvolvida e um par de vasos deferentes (Figura 1A); transicional (n =
1) — ovotesticulo com porcdo testicular desenvolvida, um par de vasos deferentes e
por¢cdo feminina pouco desenvolvida, formada por uma fina camada de tecido
transparente (Figura 1B); fase hermafrodita simultdneo (n = 46) — ovotesticulo com
porcdo testicular desenvolvida, um par de vasos deferentes e porcdo feminina bem
desenvolvida e com um par de ovidutos (Figura 1C). O CC dos individuos na fase
masculina variou de 1,98 a 3,24 mm (2,66 + 0,31 mm), o individuo em fase de transi¢do
com 2,72 mm e os hemrafroditas simultaneos de 2,5 a 4,48 mm (3,71 + 0,43 mm).

Tendo em vista que as formas sexuais classificadas diferem principalmente quanto
ao CC e caracteristicas das gbnadas, foi possivel classificar, através da analise visual,
todos os demais individuos obtidos com base nesses dois elementos. Um total de oitenta
e quatro individuos foram classificados como fase masculina, com CC variando de 1,81
a 3,33 mm (2,64 £ 0,35 mm), 188 hermafroditas simultaneos, com CC variando de 2,5 a
5,26 mm (3,85 = 0,36 mm) e um individuo transicional com CC de 2,72 mm. O CC de
individuos hermafroditas simultaneos ndo ovigeros variou de 3,23 a 4,64 mm (3,83
0,27) e hermafroditas simultaneos ovigeros de 2,5 a 5,26 mm (3,85 + 0,39). As menores
classes de tamanho foram compostas apenas por individuos em fase masculina,
enquanto que as maiores, por hermafroditas simultaneos. Observou-se uma zona de

sobreposicao de tamanho entre as duas formas sexuais (Figura 2).
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Foram observadas diferencas anatdmicas entre as porgc0es ovariana e testicular do
ovotesticulo. Nao foi observado tecido ovariano na gbénada de individuos em fase
masculina e no individuo transicional, este era pouco desenvolvido e transparente
(Figura 1 A,B). Em hermafroditas simutaneos essa porcao estd notavelmente localizada
na regido anterior do ovoteste, sobre o hepatopancreas e caracteriza-se por apresentar
dois lobos compridos e dispostos longitudinalmente. Cada lobo apresenta um oviduto
achatado e de coloracdo transparente, o qual se estende até a coxa do terceiro par de
pereidpodos (Figura 1C e figura 3). A porcéo testicular, tanto nos individuos em fase
masculina, quanto em hermafroditas simultaneos, esté localizada na regido posterior do
ovotesticulo, situada na regido posterior do térax, préxima do primeiro somito
abdominal. Esta porcdo caracteriza-se por apresentar dois lobos de formato
arredondado, cada uma com um vaso deferente de formato tubular e coloracédo
esbranquicada, se estendendo até a coxa do quinto par de pereiépodos (Figura 1C e
figura 3). Em um individuo hermafrodita simultdneo foi observada a presenca de
glandula androgénica na parede distal do vaso deferente (Figura 4). A porcéo ovariana
em individuos FHS €é notavelmente muito maior que a testicular. Uma detalhada
caracterizacdo morfolégica da porcdo masculina e feminina do ovoteste de um
hermafrodita simultaneo é representada na figura 5.

A porcdo ovariana das gonadas de individuos hermafroditas simultaneos (ovigeros e
ndo ovigeros) apresentou diferentes graus de desenvolvimento, de acordo com o
tamanho e coloracdo. Foram observados individuos com porcdo ovariana em
desenvolvimento inicial, médio e avancado (visualizado através da transparéncia da
carapaca), sendo eles ovigeros ou ndo (Figura 6). A coloracdo amarela dessa porcao se
intensifica a medida que o tecido cresce e se desenvolve (devido ao aumento da

quantidade de odcitos vitelogénicos). Em contrapartida, a por¢do masculina néo
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apresentou qualquer variacdo anatdmica, tanto na fase masculina quanto em
hermafroditas simultaneos.

A anélise histoldgica do ovoteste de um individuo hermafrodita simultaneo indicou
a presenca de gametas femininos na porgéo ovariana e masculinos na porgéo testicular,
em processo de maturacdo. Na porcdo feminina foram observadas células foliculares e
odcitos vitelogénicos (Figura 7A). Na porcao testicular e nos vasos deferentes foram
observados espermatdcitos, espermétides e espermatozoides revestidos por uma matriz
protetora (Figura 7B). Os espermatozoides apresentaram um formato de “guarda-chuva
invertido”.

Todos os individuos apresentaram appendix masculina bem desenvolvido no
endopodito do segundo par de pledpodos (Figura 8). O comprimento do appendix
masculina variou de 0,13 a 0,66 mm (0,27 + 0,05 mm). Nas duas formas sexuais (fase
masculina e hermafrodita simultanea) foi observado um crescimento alométrico
negativo do CAM em relacdo ao CC. Além disso, a porcentagem de variacdo no
crescimento do appendix masculina (machos Rz = 0.27; hermafrodita R2 = 0.23) é muito
pouco explicada (relacionada) pela variacdo do desenvolvimento do CC, indicando que
este apéndice provavelmente ndo sofre qualquer reducdo de tamanho a medida que o
individuo cresce e muda de forma sexual (Figura 9).

N&o foi possivel a diferenciacdo das formas sexuais com base na morfologia e
comprimento do appendix masculina e nem através da morfologia dos dois primeiros
pares de pledpodos, pois essas estruturas mostraram-se invariaveis em individuos na
fase masculina e hermafrodita simultanea. Os poros genitais (visualizados apenas em
alguns individuos destinados a microscopia eletrénica de varredura) foram o0s Unicos
caracteres sexuais secundarios que apresentaram diferencas entre as formas sexuais. Um

individuo na fase masculina apresentou apenas gonéporos masculinos (Figura 10),
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enquanto que os individuos hermafroditas simultdneos apresentaram 0s gonoporos
masculinos e femininos, simultaneamente (Figura 11A). Em um individuo hermafrodita
simultdneo que estava portando embrides, foi observada a presenca de espermatozéides
nas aberturas dos poros genitais masculinos (Figura 11C), indicando uma

funcionalidade dessa forma sexual.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos através da andlise dos caracteres sexuais primarios e
secundarios suportam a hipotese de que S. carvachoi € um hermafrodita protandrico
simultdneo (HPS). A populacdo é composta por individuos que inicialmente atuam
como machos (fase masculina) e a medida que crescem tornam-se hermafroditas
simultaneos, agindo como macho e fémea ao mesmo tempo. Este € o primeiro registro
de hermafroditismo protandrico simultaneo em Alpheidae. O HPS tem sido raramente
registrado na infraordem Caridea e era restrito, at¢ o momento, aos camardes
Lysmatideos, dos géneros Lysmata (todas as espécies estudadas até o momento) e
Exhippolysmata Stebbing, 1915 (em Exhippolysmata oplophoroides) (Braga et al.,
2009) e Barbouriideo do género Parhippolyte Borradaile, 1900 (em Parhippolyte
misticia) (Baeza, 2009; Braga et al., 2009; Onaga et al., 2012).

Trés formas sexuais foram identificadas: fase masculina, transicional e hermafrodita
simultanea. Dissecacdes e analises anatdmicas e histologicas de individuos de uma
populacdo que apresenta HPS comumente revelam essas mesmas formas sexuais,
conforme também foi observado em E. oplophoroides (Braga et al., 2009), Lysmata
wurdemanni Gibbes, 1850 (Bauer & Holt, 1998), L. californica Stimpson, 1866 (Bauer
& Newman, 2004) e P. misticia (Onaga et al., 2012). Nas espécies citadas acima, 0s

individuos transicionais comumente apresentam uma combinacdo de caracteristicas



20

sexuais primarias e secundarias masculinas e femininas. Em S. carvachoi, o individuo
transicional apresentou por¢do masculina no ovotesticulo e inicio do desenvolvimento
da porcao feminina. A observacdo de um individuo transicional no presente estudo € um
forte indicador da ocorréncia de mudanca de sexo.

Individuos na fase masculina apresentaram um tamanho médio inferior aos
hermafroditas simultdneos. Essa marcante diferenca na distribuicdo da frequéncia de
tamanho entre as formas sexuais € caracteristicamente observada em espécies
protandricas (Ghiselin, 1969; Warner 1975; Bauer & VanHoy, 1996; Bauer, 2004). Este
resultado corrobora com o modelo da vantagem de tamanho descrito por Ghiselin
(1969) e ampliado por Warner (1975). De acordo com esse modelo, a protandria é
favorecida em espécies nas quais a vantagem reprodutiva masculina é maior em
tamanhos menores e o das fémeas maior em tamanhos maiores. Dessa forma, em uma
populacdo em que ndo ha guarda pré copulatéria, por exemplo, os machos pequenos
teriam vantagem em evitar predadores durante a procura por fémeas e investir menos
energia em crescimento, enquanto que fémeas grandes teriam menor mobilidade e
poderiam investir maior energia na producdo de uma maior quantidade de embrides
(Ghiselin, 1969; Warner, 1975). De acordo com Oliveira et al., (2015), individuos de S.
carvachoi possivelmente movem-se entre tocas a procura de parceiros sexualmente
receptivos. No entanto, para comprovar se a vantagem adaptativa do HPS em S.
carvachoi pode ser explicada através modelo da vantagem de tamanho, é necessario
conhecer a estratégia de acasalamento dessa especie.

A ocorréncia de uma faixa de sobreposicdo de tamanho entre individuos na fase
masculina e hermafroditas simultaneos indica que existe uma variacdo na duragdo da
fase masculina e ocorréncia da mudanca de forma sexual. Esse mesmo resultado foi

observado em L. wurdemanni (Bauer, 2000, 2001). Estudos baseados em experimentos
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laboratoriais e observacGes de populagdes naturais tém revelado que fatores ambientais,
interacOes sociais e circunstancias demogréaficas podem influenciar no tempo em que
essa mudanca ocorre (Bauer, 2001, 2002a; Baeza & Bauer, 2004; Bauer, 2006). Futuros
estudos sobre alocacdo do sexo em S. carvachoi sdo necessarios para conhecer quais
fatores poderiam influenciar no tempo da mudanca de sexo nessa espécie.

Foram observados trés diferentes graus de desenvolvimento da porgéo ovariana dos
hermafroditas simultaneos. Tal observacdo possivelmente indica a existéncia de um
ciclo de desenvolvimento dessa por¢cdo, a qual cresce e se preenche de od6citos
vitelogénicos em cada ciclo reprodutivo e sofre uma regressdo apos cada postura. Ja a
por¢cdo masculina, tanto em individuos na fase masculina, quanto hermafroditas
simultdneos, mostrou-se sempre bem desenvolvida e invaridvel quanto a forma e
coloracdo, sugerindo que essa porcdo estad constantemente voltada para a producdo de
espermatozéides durante as duas formas sexuais. Essa mesma observacao foi registrada
em L. wurdemanni, L. amboinensis de Man, 1888, L. californica, L. hochi Baeza &
Anker, 2008 e E. oplophoroides (Bauer & Holt, 1998; Fiedler 1998; Bauer & Newman,
2004; Baeza & Anker, 2008, Braga et al., 2009).

Através da analise histolégica das génadas de um hermafrodita simultaneo, foi
possivel identificar a presenga de células gaméticas masculinas e femininas em variados
estagios de maturacdo. Tais evidéncias indicam a funcionalidade dos hermafroditas
simultaneos em agir como macho e fémea ao mesmo tempo. Essas mesmas evidéncias
foram observadas em espécies de Lysmata, Exhippolysmata e Parhippolyte (Baeza,
2009; Braga et al., 2009; Onaga et al., 2012), onde algumas espécies tiveram a
funcionalidade das formas sexuais comprovada com base em experimentos laboratoriais
(Bauer & Holt, 1998; Bauer, 2002b; Laubenheimer & Rhyne, 2008; Baeza, 2008a, b,

2009; Onaga et al., 2012). Embora tenham sido obtidas uma série de evidéncias
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morfologicas da existéncia de HPS em S.carvachoi, futuros estudos experimentais
poderiam fornecer evidéncias sobre a funcionalidade das fases masculina e hermafrodita
simultanea nessa espécie.

A dificuldade em se realizar a diferenciagdo sexual em camar@es alfeideos € menos
comum quando comparado a outros grupos de carideos e frequentemente € associada a
suspeita de hermafroditismo (Carvacho, 1989). Nos camardes do género Automate de
Man, 1888 e Synalpheus Spence Bate, 1888, por exemplo, o appendix masculina esta
ausente em todos os individuos (Banner & Banner, 1973; Felder, 1982; Dardeau, 1984;
Carvacho, 1989; Bauer & Téth, 2007). Ao contrario dos dois géneros citados acima, em
Salmoneus e Yagerocaris Kensley, 1988, o appendix masculina esta presente em todos
os individuos (Christoffersen, 1982; Carvacho, 1989; Holthuis, 1990; Fransen, 1991;
Anker e Marin, 2006; Anker, 2007, 2010, 2011a, b; Vera-Caripe et al., 2015).

Apo6s a mudanga de sexo, ndo ocorre reducgdo de tamanho ou alteragdes na forma do
appendix masculina. Este resultado é uma excec¢do ao padrdo comumente observado nas
espécies com HPS, onde o appendix masculina sofre uma regressdo parcial ou total,
assim como alteracdes na forma (como no nimero de espinhos da porc¢do distal) apds a
mudanca de sexo, como ocorre nas espécies de Lysmata, Exhippolysmata e
Parhippolyte (Bauer, 2006; Baeza, 2009; Onaga et al., 2012; Pescinelli et al., 2017). Tal
peculiaridade confronta a sugestdo de Carvacho (1989), o qual afirmou que se a
presenca do appendix masculina em Salmoneus fosse uma expressdo de protandria,
deveria se esperar uma regressao gradual desta estrutura apds a inversdo sexual, caso
contrario, essa estrutura poderia ndo ser um indicador de sexo nesse género. Conforme
foi observado no presente estudo, evidéncias apontam HPS nessa espécie, porém, nao
ocorre regressdo desse apéndice na fase hermafrodita simultanea, indicando que essa

estrutura ndo funciona como um indicador de forma sexual.
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Foi observada a presenca de glandula androgénica na parede distal do vaso deferente
de um hermafrodita simultdneo. Nos crustaceos, a determinacao sexual é mediada pela
presenca ou auséncia dessa glandula, a qual é responsavel pela producdo do hormonio
responsavel pela diferenciagdo sexual masculina (caracteres sexuais primarios e
secundarios e comportamento), o andrdgeno (Charniaux-Cotton & Payen, 1985;
Ventura et al., 2011a, b). Em espécies protandricas completas ou parciais, a glandula
androgénica sofre um processo de degeneracdo completa em machos que estéo prestes a
mudar de sexo, dando inicio ao processo de feminizacdo (Hoffman, 1969; Gavio et al.,
2006; Kim et al., 2006). Bortolini & Bauer (2016) observaram que nos hermafroditas
simultaneos de L. wurdemanni ha persisténcia da glandula androgénica, embora ocorra
certo grau de degeneracdo. Os autores associaram a existéncia da fase de hermafrodita
simultanea nesse sistema sexual com a persisténcia da glandula androgénica e a
continuada producédo de andrégeno. Em S. carvachoi, a permanéncia das caracteristicas
sexuais primérias e secundarias durante a fase hermafrodita simultdnea também parece
estar relacionada a persisténcia da glandula androgénica apés a mudanca de sexo. Tal
observacdo € mais uma evidéncia morfolégica adicional que suporta a existéncia de
HPS em S. carvachoi.

A diferenciagdo das formas sexuais com base nos caracteres sexuais secundarios
somente foi possivel através da visualizagcdo dos poros genitais. Individuos na fase
masculina apresentam poros genitais masculinos, enquanto que os hermafroditas
simultaneos apresentam o0s poros genitais masculinos e femininos. Esse mesmo padrédo
foi observado nas espécies de Lysmata, Exhippolysmata e Parhippolyte (Bauer & Holt,
1998; Bauer, 2006; Baeza, 2009; Braga et al., 2009; Onaga et al., 2012). O reduzido

tamanho dessa espécie impossibilita a visualizacdo dos poros genitais atraves do
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microscopio estereoscopio e dptico, 0 que impossibilita a identificacdo sexual a partir de
procedimentos simples comumente utilizados em carideos.

Apesar de o hermafroditismo ser conhecido desde a antiguidade, pouco se sabe
sobre sua origem evolutiva. Bauer (2000) propés a hipotese da “contingéncia historica”
com o intuito de explicar como se deu o surgimento do HPS nos camardes carideos do
género Lysmata. De acordo com essa hipdtese, o surgimento do HPS seria vantajoso em
um ancestral protandrico simbidtico, que por algum evento histérico (invasdao de um
novo habitat ou mudancas no préprio habitat, dentre outros) teve sua densidade
populacional e mobilidade reduzida (Bauer, 2000; 2006; Baeza, 2009). Estudos com
abordagem filogenética tém sido realizados a fim de testar a hipdtese de “contingéncia
historica” em Lysmata (Baeza, 2009, 2010). Apesar dos esfor¢os, ainda é necessaria a
realizacdo de futuros estudos sobre o sistema sexual e histéria de vida dos
representantes de grupos préximos, para que haja melhores esclarecimentos. Até o
momento, o conhecimento sobre a possivel origem evolutiva do HPS em carideos
permanece desconhecida.

Os indicios morfoldgicos obtidos no presente estudo suportam a existéncia de
hermafroditismo protandrico simultaneo em S. carvachoi, o primeiro representante do
género a ser estudado quanto ao seu sistema sexual. Diferente das outras especies com
HPS, ndo ha alteracdes no appendix masculina apés a mudanca de sexo. Futuros
estudos sobre o sistema sexual em outras espécies de Salmoneus sdo necessarios para
saber se 0 HPS é um traco comum a todos 0s representantes desse género. Os resultados
obtidos nesse trabalho poderdo ser utilizados em futuros estudos direcionados ao
conhecimento da distribuicdo do HPS na infraordem Caridea, bem como sobre sua

historia evolutiva.
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FIGURAS

Figura 1. Salmoneus carvachoi Anker, 2007: gonadas de individuos em diferentes

formas sexuais (vista dorsal). A, individuo FM; B, individuo transicional; C, individuo
FHS. OV = oviduto, PO = por¢do ovariana, PT = porcdo testicular, VD = vaso

deferente. Escala: 1 mm.
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Figura 2. Salmoneus carvachoi Anker, 2007: distribuicdo por frequéncia de classe de

tamanho do total de individuos coletados.
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Figura 3. Salmoneus carvachoi Anker, 2007: gbnada de um individuo FHS (vista

lateral). OV = oviduto, PO = porgdo ovariana, PT = por¢édo testicular, VD = vaso

deferente. Escala 1 mm.

Figura 4. Salmoneus carvachoi Anker, 2007: glandula androgénica junto a porcéo distal
do vaso deferente de um individuo FHS. GA = glandula androgénica, VD = vaso

deferente. Escala: 0,1 mm.

Figura 5. Salmoneus carvachoi Anker, 2007: imagem de microscopia eletronica de

varredura da porc¢éo testicular (A) e ovariana (B) do ovotesticulo de um individuo FHS.
PO = porc¢éo ovariana, PT = porgéo testicular, VD = vaso deferente.
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Figura 6. Salmoneus carvachoi Anker, 2007: graus de desenvolvimento inicial (A),
médio (B) e avancado (C) da porcdo ovariana do ovotesticulo de individuos FHS,

visualizado através da transparéncia da carapaca. Escala: 1 mm.

Figura 7. Salmoneus carvachoi Anker, 2007: cortes histoldgicos da porcéo ovariana (A)

e testicular (B) do ovotesticulo de um individuo FHS, indicando a presenca simultanea
de gametas masculinos e femininos. Cf = células foliculares, Ep = espermatdcitos, Et =

espermatides, Ez = espermatozoides, Ov = o06citos vitelogénicos.



36

Figura 8. Salmoneus carvachoi Anker, 2007: segundo ple6podo de um individuo FHS.
Ai = apéndice interna, Am = appendix masculina, Co = cerdas ovigeras, En =

endopodito, Exopodito. Escala: 1 mm.
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Figura 9. Salmoneus carvachoi Anker, 2007: grafico representativo para a relacao

alométrica negativa entre o comprimento do appendix masculina e comprimento da

carapaga de individuos FM e FHS. ¢ = fase masculina, O = fase hermafrodita

simultanea. AM = appendix masculina, CC = comprimento de carapagca.




38

Figura 10. Salmoneus carvachoi Anker, 2007: imagem de microscopia eletrénica de
varredura da regido toracica ventral, mostrando o gonéporo masculino localizado na
base da coxa do quinto par de pereiopodos de um individuo FM. GM = gondéporo

masculino.

Figura 11. Salmoneus carvachoi Anker, 2007: imagem de microscopia eletrénica de
varredura da regido toracica ventral, mostrando os gonéporos masculinos e femininos de
um individuo FHS. A, gonoporos feminino e masculino localizados na base da coxa do
terceiro e quinto par de pereiopodos, respectivamente; B, imagem aumentada da

abertura genital feminina; C, imagem aumentada da abertura genital masculina,
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mostrando espermatozoides em formato de guarda chuva invertido, na regido externa.

GF = gonoporo feminino, GM = gondporo masculino.
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ABSTRACT

In crustaceans, studies on fecundity, embryo size, and reproductive investment have been
frequently used to make inferences about the reproductive potential, embryogenesis, and the
energy investment in embryo production in a species. These information are considered
relevant to the knowledge of life-history and of the reproductive strategies diversity developed
for this group. This study addressed the embryo production of the estuarine shrimp Salmoneus
carvachoi, a poorly known caridean. We investigated whether there is a correlation between
fecundity and carapace length, if there is an increase in embryo volume among the stages of
embryonic development, and if there is embryo loss along development. In addition, we
investigated whether the height and width of the pleura of the second abdominal somite and
esternite length are correlated with fecundity, being a good predictor of the fecundity. A total
of 53 embryo-carrying individuals were collected in December 2016 and February 2017 in a
tidal mudflat from the estuary of the Paripe River, llha de Itamaraca, Pernambuco, Brazil. The
specimens’s carapace length ranged from 3.23 to 4.64 mm (3.78 £ 0.26 mm). We obtained 25
individuals with embryos in initial stage, 5 in intermediate stage and 15 in final stage.
Fecundity ranged from 14 to 67 (33.65 + 12.51 embryos) and was weakly positively correlated

with carapace length. On the other hand, fecundity demonstrated a strong positive correlation
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with width of the second sternite and width of the pleura of the second abdominal somite.
Embryo volume undergoes a significant increase (93%) from the initial to the final stage of
development that might be caused due to water uptake, which facilitates the membrane
rupture at the time of larvae hatching. There was significant loss of embryos only from the
initial to the intermediate stage. Future studies on the embryo production of other species of
Salmoneus are necessary to understand and compare information on these aspects of
reproductive biology.

Key words: Caridea, abdominal space, embryogenesis, reproductive biology, reproductive

potential.

INTRODUCTION

Among the several reproductive aspects studied in crustaceans, data on fecundity,
embryo size, and reproductive investment are important for understanding the reproductive
potential, embryogenesis, and the energy investment in embryo production, being relevant to
the knowledge of life-history and type of adopted reproductive strategy (Corey & Reid, 1991,
Anger & Moreira, 1998; Hattori & Pinheiro, 2003). Generally, the reproductive strategy can be
affected mainly by genetic and environmental factors (especially temperature and food
availability) (Sastry, 1993; Lardies & Wehrtmann, 1997; Bazan et al., 2009). In caridean shrimp,
these strategies may vary among populations of the same species in different habitats, as well
as among populations of different species living in the same habitat (Corey & Reid, 1991;
Anger & Moreira, 1998; Pavanelli et al., 2010).

Among the various approaches in the study of crustacean reproductive biology, linear
and nonlinear regression models are frequently used to describe relationships among variables
such as fecundity, embryo volume and mass, ovary size, body size and weight, among others
(Corey & Reid, 1991; Anger & Moreira, 1998). Positive correlations between fecundity and

carapace length have been observed in most studies on shrimps of the Infraorder Caridea,
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indicating that as females increase in size, fecundity also increases. This morphological analysis
demonstrates that the ability to produce oocytes is positively related to female growth. In
addition, the larger the female the greater the abdominal space (where the embryos are
carried) (Balasundaram & Pandian, 1982; Bauer, 1991; Anger & Moreira, 1998). The increase in
embryo mean volume coupled with losses in embryo number has also been observed
throughout development in carideans (Balasundaram & Pandian, 1982; Corey & Reid, 1991;
Anger & Moreira, 1998). Within the family Alpheidae these two pattern has been verified in
species of the genus Alpheus Fabricius, 1798 (Fernandez-Mufioz & Garcia-Raso, 1987; Bauer,
1991; Corey & Reid, 1991; Wehrtmann & Graeve, 1998; Atkinson et al., 2003; Pavanelli et al.,
2008, 2010; Harikrishnan et al., 2010; Costa-Souza et al., 2014; Pescinelli et al., 2017; Soledade
et al., 2017), Betaeus Dana, 1852 (Lardies & Wehrtmann, 1997, 2001) and Synalpheus Spence
Bate, 1888 (Corey & Reid, 1991; Hernaez et al., 2010; Rebolledo et al., 2014).

Salmoneus Holthuis, 1955 is the third richest genus among alpheids, with more than 50
species distributed worldwide (De Grave & Fransen, 2011; Anker, 2011a, b; Komai & Anker,
2012; Anker et al., 2014; Anker & Lazarus, 2015; Komai et al., 2015; Duris & Horka, 2016).
Salmoneus carvachoi Anker, 2007 has distribution in the Western Atlantic, can be found in the
Mexico, Guadeloupe, Venezuela and Brazil (from Paraiba to Sdo Paulo). This estuarine shrimp
is commonly found in burrows on muddy bottoms, mangroves, mud flats, and under rocks and
debris (Christoffersen, 1982; Anker, 2010, 2007; Almeida et al., 2012). Studies on this species
are scarce and limited to taxonomy and distribution [(e.g. Ramos-Porto et al., 1994, as S.
ortmanni (Rankin, 1898); Anker 2010, 2007; Almeida et al., 2012)], observations on its life-
history, such as population structure, symbiotic relationships with other crustaceans, and
possible mating and sexual system (Oliveira et al., 2015). Salmoneus carvachoi has been
recorded in burrows of the snapping shrimps Alpheus estuariensis Christoffersen, 1984 and A.
chacei Carvacho, 1979, as well as of the mud shrimp Axianassa australis Rodrigues & Shimizu,

1992 (Ramos-Porto et al., 1994, as S. ortmanni; Almeida et al., 2012; Oliveira et al., 2015). The
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occurrence of simultaneous hermaphroditism was suggested based on the observation of the
appendix masculina in all individuals, including those carrying embryos, as well as the
observation of pairs formed by two brooding individuals (Oliveira et al., 2015). There is
currently no information available on any aspects of embryo production in Salmoneus.

The aim of this study was to investigate the embryo production in S. carvachoi. We
investigated whether there is a correlation between fecundity and carapace length; if there is
any increase in the embryo volume along development; and if there is loss of embryos along
the development, as observed in most of the previous studies with caridean shrimps.

In caridean shrimps, the first three abdominal somites are the main structure which
provide increased abdominal space for embryo mass incubation (Bauer, 2004). The pleurae of
the second abdominal somite in shrimps of this infraorder highlight for overlap the first and
third (Bauer, 2004). Because this is the largest pleura, possibly this structure contributes to
greater availability of space and protection of the embryo mass in S. carvachoi. Following the
same logic, we investigated whether the width of the second sternite also contributes to the
provision of space for incubation of embryos independently of the existence of correlation
between fecundity and the size of a female. For this purpose, we investigated wether the
sternite width and the height and width of pleura of second abdominal somite are correlated

with fecundity.

MATERIAL AND METHODS
Embryo-carrying individuals were collected in December 2016 and February 2017 in a tidal
mudflat in the estuary of the Paripe River, llha de Itamaracd, Pernambuco, Brazil (7°48’38.0”S
34°51'22.1”"W). The specimens were sampled by stepping on a mud surface layer with burrow
openings of the alpheid A. estuariensis, where S.carvachoi is commonly found in association.
Due to the stepping, the shrimps leave their burrows and swim in the water, where they can

be taken with small hand nets and verified whether embryos were present in the abdomen.
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After collection, individuals were placed into plastic flasks filled with water from the site,
transported to the laboratory, anesthetized on ice and fixed in formalin 5%.

The individuals were photographed in microscope stereoscope with an image capture
system. The software Image) 1.45s (Rasband, 2006) was used to measure the following
variables: carapace length (CL) (distance from the tip of the rostrum to the posterior margin of
the carapace); sternite width (SW) (distance between the lower limits of two pleurae of the
second abdominal somite); height of the pleura of the second abdominal somite (PH) (distance
between the lower and upper limits of the pleura); and width of the pleura of the second
abdominal somite (PW) (distance between the posterior and anterior limits of the pleura)
(Figure 1). Except for CL, that was measured in all embryo-carrying individuals, the other
variables were measured only in individuals carrying embryos in initial stage of development.

The embryos were removed from the abdomen with the use of a brush, placed in a
Petri dish, counted and separated in three stages of embryonic development. The eggs’
classification followed Wehrtmann’s (1990): initial stage (I) = embryos with no evidence of
eyes; yolk occupying 75—-100% of embryo volume; intermediate stage (ll) = embryos with small
and elongated eyes; yolk occupying about 50-75% of embryo volume; final stage (Ill) =
embryos with well-developed eyes; yolk occupying 25-50% of embryo volume. In some
individuals it was not possible to classify the embryo development stage of the embryo mass,
which were whitish, where it was not possible to visualize the pigmentation of the yolk and the
eyes.

For volume calculation, the longest and shortest embryo diameters were measured
(with the same procedure as for the other variables, see above) from all the embryos
presented by each individual. These values were used in the formula proposed by Bauer
(1991): V = (n/ 6) x d1% x d2, where v = volume (mm®), d1 = shortest diameter and d2 = longest

diameter. The mean embryo volume in each stage of development was calculated. Mean
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fecundity was obtained through the total number of embryos at the initial stage only, in order
to avoid bias due to embryo loss in stages Il and Il (Balasundaram & Pandian, 1982).

The relationships of fecundity vs. CL, fecundity vs. PH, fecundity vs. PW and fecundity
vs. SW were verified using linear regression. The best adjusted model was the linear function
(y = bx+a), where the y correspond the fecundity, dependent variable an x correspond to
biometric measures, independent variable. An Analysis of Covariance test (ANCOVA) was
performed in order to verify if there are differences between these relations. To verified the
variation between fecundity among development stage was used Analysis of Covariance test
(ANCOVA) with a posteriori Test. In relation egg volume, one-way Analysis of Variance Test
(ANOVA) with Student’s t-test a posteriori was carried to verify possible differences between

stages. The probability of significance used in the tests was P = 0.05.

RESULTS

We collected a total of 53 ovigerous individuals. The CL ranged from 3.23 to 4.64 mm
(3.78 £ 0.26 mm). In individuals carrying embryos in stage |, SW ranged from 1.7 to 2.11 mm
(1.85 £ 0.11 mm), PW ranged from 1.65 to 2.3 mm (1.95 * 0.17 mm), and PH varied from 0.78
t0 1.6 (1.09 £ 0.21 mm).

There was a weak positive correlation between fecundity and CL (F = 4.56, d.f.=1, P<
0.05) (Fig. 2A). Positive correlations were observed between fecundity and PW (F = 17.86, d.f.=
1, P < 0.05) and fecundity and SW (F = 10.52, d.f.= 1, P < 0.05), indicating that the larger these
dimensions, the larger the number of embryos carried (Fig. 2B, C). There was no correlation
between fecundity and PH (F = 0.08, d.f.= 1, P > 0.05) (Fig. 2D). The analysis of covariance
demonstrated that there were no differences in the slope values between the relations
fecundity vs CL, PW and SW (F = 1.644, P > 0.05), indicating that these structures are good

predictors of fecundity.
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The volume of embryos varied from 0.03 to 0.06 mm?® (0.04 + 0.005 mm?), from 0.04 to
0,05 mm? (0.05 + 0.003 mm?®) and from 0.05 to 0.09 mm? (0.07 + 0.008) in embryos in stage |, Il
and lll, respectively (Fig. 3). There was a significant difference in embryo mean volume
between stages | and Il and between stages | and Ill, but between stages Il and Ill there was no
significant difference (F = 73.36, df = 34.31, P < 0.005) (Table 1), indicating that there was an
increase in embryo volume from stage | to Il and | to lll, and it remained the same from stage |l
to stage lll. We observed a total increase of 93% in embryo mean volume (Tabela 1).

We obtained 25 individuals with embryos in stages |, 5 in stages Il and 15 in stages |l
The mean initial fecundity was 33.65 + 12.51 embryos per individual, ranging from 14 to 67.
There was a significant decrease (F = 52.35, df = 2, P < 0.05) in mean fecundity between stages
I—1l (t test a posteriori, P < 0.05) and |—Ill (t test a posteriori, P < 0.05) due to embryo loss
from the initial to the intermediate stage. The fecundity did not change between the

intermediate and final stage (Table 1).

DISCUSSION

In S. carvachoi, a weak positive correlation was observed between embryo number
and female size (CL). This result differs from what has been observed in most of studies
addressed to caridean shrimps (Balasundaram & Pandian, 1982; Bauer, 1991; Corey & Reid
1991; Anger & Moreira, 1998, Pavanelli et al., 2008, 2010; Costa-Souza et al., 2014; Rebolledo
et al., 2014; Pescinelli et al., 2017). A positive correlation between fecundity and sternite width
(width of the abdomen) and between fecundity and pleura width (width of the pleura of the
second abdominal somite) was observed. The positive correlation found for the relationship
fecundity vs sternite width and fecundity vs pleura width might be expected, since the larger
the female, the larger the size of such morphological variables, providing larger available space
in the abdomen to harbor the embryo mass (Corey & Reid, 1991; Lardies & Wehrtmann, 1997;

Anger & Moreira, 1998). However, there was no positive correlation between fecundity and
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the pleura heigth (height of the pleura of the second abdominal somite), a variable that could
indicate an increased abdominal space and possibly contribute to the enlargement of the area
available for carrying embryos (Fig. 2D).

The mean embryo volume in S. carvachoi was relatively low, when compared to the
embryonic volume initial observed in other alpheids of the genus Alpheus, Betaeus and
Synalpheus, with few exceptions (see Soledade et al., 2017). Only a species of relatively closer
size, as A. normanni Kingsley, 1878 (mean CL of 4.5 mm and mean embryo volume of 0.03
mm?) (Bauer, 1991) has an embryo volume similar to S. carvachoi. The embryo size in
crustaceans may be determined by genetic and environmental factors that is reflected in the
type/duration of the embryonic development of each species (Raven, 1961; Sastry, 1983;
Bauer, 1991). Unlike most species of the three genera mentioned above, which present CL
measurements and embryonic volume higher than S. carvachoi, the relatively small embryo
size may be explained by the small body size of that species.

On the other hand, although some species of Synalpheus, such as S. brooksi Coutiére,
1909, S. herricki Coutiere, 1909, S. idios Rios & Duffy, 2007, S. pectiniger Coutiére, 1907 and S.
agelas Pequegnat & Heard, 1979, present CL similar to those of S. carvachoi (Table 2), their
embryonic volumes are higher than that of S. carvachoi, as well as other larger size species of
Alpheus and Betaeus. This may possibly be related to the developmental strategy adopted by
these species of Synalpheus, where there is a greater investment in embryonic volume and a
small number of eggs, as has been observed in species that present direct or abbreviated
development (Wehrtmann & Albornoz, 2002), as for example, the eusocial species of
Synalpheus, which present abbreviation in the larval development (Corey & Reid, 1991; Duffy,
1996).

Considerable increases in embryo volume throughout development have been often
observed in caridean shrimps (Corey & Reid, 1991; Pavanelli et al., 2008, 2010; Mossolin et al.,

2016).This is mainly due to water uptake, which facilitates the membrane rupture at the time
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of larvae hatching (Wear, 1974; Lardies & Wehrtmann, 1996, 1997). Although mean volume of
embryos in stage Ill was relatively higher than in stage Il, this difference was not statistically
significant. The embryos increased 93% in mean volume, which may be considered a relatively
high increase compared to that observed in some species of Alpheus, such as A. carlae Anker,
2012 [as A. armillatus (H. Milne Edwards, 1834)] (64.3%; see Pavanelli et al., 2008), A.
estuariensis (45.4%; see Costa-Souza et al., 2014), A. brasileiro Anker, 2012 (35.4%; see
Pescinelli et al., in press), and S. apioceros Coutiere, 1909 (77.2%, see Rebolledo et al., 2014).
Additionally, B. emarginatus H. Milne Edwards, 1837 (116.2%; see Lardies & Wehrtmann,
1997) and B. truncatus from the Guanaqueros, Chile (94.4%; see Lardies & Wehrtmann, 2001)
had a higher percentage of increase.

The mean fecundity of S. carvachoi was higher when compared to four species of
Synalpheus of similar size: S. brooksi, S. pectiniger, S.chacei Duffy, 1998 and S. idios (Table 2). A
similar fecundity was observed in two other species of Synalpheus: S. agelas and S. herricki
(Table 2).

The low fecundity found in S. carvachoi, compared those observed in most studies with
species of Synalpheus, Alpheus and Betaeus (Corey & Reid, 1991; Rebolledo et al., 2014,
Soledade et al., 2017), also is probably related to the small body size of this species, which has
less space in the body cavity to accommodate oocyte growth during ovarian maturation and
little space available in the abdomen to carry a large embryo mass (Bauer, 1991; Corey & Reid,
1991).

In caridean shrimp, the inverse relationship between fecundity and egg volume is a
commonly observed pattern (Corey & Reid, 1991; Lardies & Wehrtmann, 1997; 2001,
Harikrishnan et al., 2010). A species may invest in small number of embryos of larger volume
or in higher number of embryos of smaller volume (Lardies & Wehrtmann, 1997; 2001;
Pavanelli et al., 2008, 2010). Salmoneus carvachoi apparently produces larger and less

numerous embryos.
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The embryo loss during incubation observed in most studied caridean shrimps occurs
mainly due to the increased space limitation in the female’s abdomen as the embryos increase
in volume (Corey & Reid, 1991; Wehrtmann & Lardies, 1999). In addition, other factors may
influence this process such as the presence of parasites, maternal cannibalism, mechanical
stress, substrate abrasion, among others (Balasudaram & Pandian, 1982). The significant
decrease in fecundity from the initial to the intermediate stage was accompanied by a
significant increase in embryo volume. In the same way, there is no loss of embryos between
the intermediate and final stages and no increase in the embryonic volume. Possibly the
embryo losses during the embryogenesis can be explained by increase in the volume of the
embyo in S. carvachoi, as is commonly observed in other species of alpheideos (Balasundaram

& Pandian, 1982; Corey & Reid, 1991; Anger & Moreira, 1998).

CONCLUSIONS
The present study provides the first information on embryo production in the poorly known S.
carvachoi, which is the first species of the genus to have its reproductive biology studied more
deeply. Fecundity was weakly positively correlated with CL. Rather than the CL, the SW and PW
were better descriptors of increased fecundity. Embryo volume undergoes a significant
increase (93%) from initial stage to final stage of development, suggesting that this can be the
cause of embryo loss during development. Future studies on the embryo production of other
species of Salmoneus are necessary to know and compare information on these aspects of

reproductive biology.
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TABELAS

TABLE 1. Mean fecundity, mean egg volume (mm?) and increase in egg volume between three
stages of embryo development, measured in ovigerous individuals of S. carvachoi obtained in
December 2016 and February 2017 in the Paripe River estuary, Pernambuco, northeastern

Brazil.

Stages N (number of individuals) Mean fecundity tSD  Mean egg volume (mm?3) £ SD

Increase (%)

| 25 33.65+12.51a 0.043 £0.005 a
Il 5 3.2+258b 0.052+0.003 b
11 15 253+192b 0.083+0.042 b

20.0% (1 - 1)
72.1% (11 - 111)
93.0% (1 - 1)

ANOVA; Values with at least one same small letter in each column did not differ among stages

(o0 =5%).
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Table 2. Mean carapace length, fecundity and embryonic volume of six Synalpheus species

with CL similar to Salmoneus carvachoi. Min = Minimum and Max = Maximum

Species N Carapace length (mm) Fecundity Embryo volume Reference
Mean (Min-Max) Mean (Min-Max) (mm?3)
Synalpheus agelas 5 5.0 42.4 0.23
(4.2-5.6) (16 —65)
S. broosksi 10 3.9 5.8 0.50 Corey and Reid
(3.4-4.5) (3-11) (1991)
S. herricki 4 4.5 45.8 0.22
(3.5-5.12) (11-81)
S. pectiniger 31 4.2 9.9 0.75
(3.5-4.6) (4-17)
S. chacei 2 3.7 16 0.15
Herndez et al. (2010)
S. idios 4 39+0.2 12+43 1.04+0.23
(3.7-4.2) (9-18) (0.7-1.2)
Salmoneus carvachoi 53 3.78£0.26 33.65+12.51 0.043 + 0.005 Present study
(3.23 -4.64) (14-67) (0.03 -0.06)

FIGURAS
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A - Dorsal view
B - Lateral view

C - Ventral view

FIGURE 1. Measurements of morphological characters of Salmoneus carvachoi obtained from
the Paripe River estuary, Pernambuco, northeastern Brazil, in December 2016 and February

2017. CL: Carapace Length; PW: Pleura Width; PH: Pleura Height and EW: esternite width.
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FIGURE 2. Correlation between fecundity and carapace length (A), width of the pleura of the

second abdominal somite (B), sternite width measured at the level of the second abdominal

somite (C), and pleura height of the second abdominal somite (D). Specimens of Salmoneus

carvchoi were obtained from the Paripe River estuary, Pernambuco, northeastern Brazil, in

December 2016 and February 2017.
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Figura 3. Comparison of the average volume of the embryo at an early stage embryo (l),
intermediate (lI) and the final of Salmoneus carvachoi obtained from the Paripe River estuary,

Pernambuco, northeastern Brazil, in December 2016 and February 2017.
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