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RESUMO
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Este estudo envolveu dois experimentos que abordaram a escolha de parceiros, a competicdo por
fémeas maduras e os meios de comunicagdo utilizados pelos individuos de Aegla longirostri. No
primeiro, machos desta espécie foram pareados conforme o tamanho corporal e dos quelipodos e, ap6s
uma semana de aclimatacdo em laboratério, foram acomodados em lados opostos de um aquario
dividido em trés partes. No centro deste aquério foi inserido um recipiente que continha uma fémea,
conforme quatro tratamentos: Fimat, recipiente translicido e perfurado que continha uma fémea
imatura (N = 10); FmatCV, igual ao anterior, porém com uma fémea madura (N = 10); FmatV,
recipiente sem perfuracdes, transltcido e com fémea madura (N = 10); FmatC, recipiente perfurado,
opaco e com fémea madura (N = 10); NF = sem fémea, recipiente vazio (N = 5). Entdo, os machos
eram liberados e deixados para interagir por 20 min. Foram quantificados: o tempo dos trés primeiros
confrontos, tempo que 0s animais passaram em atos agressivos, tempo de laténcia, tempo que
permaneceram proximos ao recipiente e o nimero de antenadas dividido pelo tempo de confronto.
Com isso, foi observado que os machos possuem embates mais rapidos e menos intensos na presenca
de fémeas maduras, independente do meio de comunicacdo. Porém, foram necessarios ambos 0s
estimulos para que o macho vencedor ficasse mais tempo préximo do recipiente, em um
comportamento possivelmente de guarda. Logo, a fémea pode estar controlando o estimulo que
anuncia sua receptividade, liberando-o apenas quando o macho preferido estad préximo, o que causa
assimetria de informacdes entre os combatentes, fazendo com que o confronto termine mais cedo.
Também foi demonstrada a importancia de estimulos bimodais (quimico + visual) para
comportamentos reprodutivos, uma vez que na presenca destes, o repertorio apresentado foi mais
complexo. Para verificar a escolha de parceiro pelos sexos de A. longirostri, foi utilizado outro design
experimental que foi composto de trés animais, sendo dois para serem escolhidos (“alvos”) e um para
escolher (“discriminante”), dispostos em um aquario em Y, em quatro tratamentos: MD, macho adulto
como animal discriminante e duas fémeas, uma imatura e outra madura, como alvos (N = 8); FD,
fémea madura como discriminante e dois machos adultos, um grande e outro pequeno, como alvos (N
=7); Q, igual ao anterior, porém a fémea poderia escolher baseada apenas em estimulos quimicos dos
alvos (N = 7); V, igual ao FD, porém a fémea poderia escolher utilizando apenas os estimulos visuais
dos alvos (N = 7). Os eglideos eram aclimatados por 10 min e, ap6s, o animal discriminante era
liberado por 20 min; o tempo que este permanecia em cada corredor era quantificado e utilizado como
indice de escolha. Os machos ndo realizaram escolha, porém houve muita variacdo de tempo
permanecido no corredor que havia fémea madura. J& as fémeas sO escolheram machos grandes
quando este poderia liberar estimulos visuais e quimicos concomitantemente. Portanto, a fémea
provavelmente controla a liberacdo dos quimicos que indicam sua receptividade, por isso s6 alguns
machos realizaram a escolha. Elas também necessitam de mais informacGes para escolher um parceiro,
uma vez que s6 realizaram escolha quando havia dois estimulos presentes.

Palavras-chave: Dimorfismo sexual. Competicdo por recurso. Aeglidae.
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This study involved two experiments that addressed mate choice, male competition for mature
females and the communication pathways used by both sexes in Aegla longirostri. In the first
experiment, males were paired according to body and cheliped size, and they were acclimated in
the laboratory for a week. Next, they were accommodated in opposite sides of an aquarium that
was divided in three parts. A container with a female inside was inserted in the center of the
aquarium, according to four treatments: Fimat, perforated and translucent container holding an
immature female (N = 10); FmatCV, the same container holding a mature female (N = 10);
FmatV, translucent and non-perforated container holding a mature female, (N = 10); FmatC,
perforated opaque container with a mature female (N = 10); NF = no female in the container.
Afterwards, the males were released and left interacting for 20 min. The following variables were
quantified: time of the first three bouts, time spent in aggressive acts, latency period, time that
animals remained near the container and the number of antennal whips per bout second. Thus, we
observed that males fight more quickly and less intensely in the presence of mature females,
independently of the communication pathway used. However, both stimuli were needed to elicit a
guarding behavior by the winner. Therefore, the female might be controlling the cues that
advertise her receptivity, only releasing them when the preferred male is near. This causes
information asymmetry between the males, which makes shorter fights. We also demonstrated the
importance of bimodal stimuli (chemical + visual) for reproductive behaviors, since the
behavioral repertory presented was more complex when both could be used. To assess mate
choice in A. longirostri, we used a different experimental design. Animals were grouped in triads,
two of them were used as choices (“targets”) and one as the choosing individual (“focal”). They
were accommodated in a Y-maze in four different treatments: MD, adult male as focal animal and
two females, one immature and one mature as targets (N = 8); FD, mature female as focal animal
and two adult males, a large male and a smaller one as targets (N = 7); Q, like FD but the female
could choose based only in chemical cues provided by the targets (N = 7); F, like FD but the
female could choose based only in visual cues (N = 7). The eglids were acclimated for 10 min and
then the focal animal was released for 20 min. We quantified the time spent in the corridor as an
index of preference. Males did not choose between females, however the time spent in the mature
female corridor was highly variable. On the other hand, the females only chose the large males
when they could assess them through visual and chemical stimuli. Thus, females may control the
release of cues that advertise her receptivity, and so, only preferred males could actually make the
choice. The females may also need more information to choose between potential mates, since
they only showed preference when two stimuli were present.

Keywords: Sexual dimorphism. Resource competition. Aeglidae.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Biologia de Aeglidae

A familia Aeglidae é constituida de apenas um género atual, Aegla, e mais dois
fosseis, Hamuriaegla e Protoaegla, sendo que atualmente a familia possui 72 espécies
descritas (SANTOS et al., 2012). Este género compreende o0 Unico da infraordem Anomura
que habita exclusivamente aguas continentais, sendo endémico da regido Sul da América do
Sul (BOND-BUCKUP, 2003), ocorrendo desde o municipio de Claraval no sudoeste de
Minas Gerais (limite norte) até a Ilha Duque de York no Chile (limite sul) (BOND-BUCKUP,
2003; OYANEDEL et al., 2011). A grande maioria das espécies possui distribuicdo restrita,
ocorrendo, muitas vezes, em apenas dois ou trés cdrregos de pequena ordem (BOND-
BUCKUP et al., 2008), o que implica em riscos para a conservacdo das espécies, dado a
rapida degradacdo dos ambientes limnicos do Sul da América do Sul (BUCKUP & BOND-
BUCKUP, 1999; TREVISAN et al., 2009).

Os eglideos ocultam-se debaixo de pedras, troncos submersos ou folhas depositadas
sob o substrato de cursos d’agua continentais (e.g., rios, riachos, lagos), sendo encontrados
desde 320 m de profundidade em lagos chilenos, até 3.500 m de altitude na pré-cordilheira
Argentina (BOND-BUCKUP, 2003). Possuem um papel importante nas cadeias alimentares
dos ambientes aquéticos, pois fazem parte da dieta de diversos mamiferos, ras, peixes e aves
(ARENAS, 1974; CASSINI et al., 2009). Além disso, grande parte do contetido estomacal
dos eglideos contém perifiton e material vegetal (CASTRO-SOUZA & BOND-BUCKUP,
2004; SANTOS et al., 2008), sugerindo que os eglideos participam do processamento de
folhas aléctones nos riachos onde vivem (mas veja COLPO et al.,, 2012). Por isso, a
manutenc¢do da abundancia e diversidade de espécies de Aegla torna-se tdo importante.

A distribuicdo espacial de Aegla é afetada pelo uso da terra, principalmente em areas
urbanizadas e/ou agricolas (TREVISAN et al., 2009) e por micro-habitats com grandes
quantidades de matéria organica particulada grossa (BUCKER et al., 2008). Apesar deste
ultimo estudo ndo ter encontrado nenhuma relacdo da distribuicdo com variaveis abioticas, a

disponibilidade de oxigénio dissolvido possui capacidade de regular a ocorréncia de eglideos
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(DALOSTO & SANTOS, 2011). No estudo de TREVISAN et al. (2009), as areas com menor
oxigénio dissolvido foram aquelas com maiores a¢es antrépicas, 0 que, por sua vez, se
relaciona com a baixa densidade de individuos encontrados.

A densidade de eglideos em areas de nascentes geralmente é alta, variando de 2,9
ind/m? (BUENO et al., 2007) até 19 ind/m* (BUENO & BOND-BUCKUP, 2000). Suas
populagcdes normalmente possuem uma razéo sexual de 1:1 (BUENO & BOND-BUCKUP,
2000; COLPO et al., 2005; TREVISAN & SANTOS, 2012). Quanto a reproducao, espécies
de regides de climas temperados possuem periodos reprodutivos mais longos, podendo ter até
dois periodos de recrutamento no mesmo ano, enquanto as de regiGes de clima subtropical
possuem um periodo reprodutivo mais curto, com apenas um periodo de recrutamento durante
0 ano (ROCHA et al., 2010). O periodo reprodutivo mais longo em climas temperados
provavelmente se deve a origem do grupo em regides de clima mais temperado do que
subtropical, sendo que a abundancia das popula¢Ges dos eglideos é geralmente maior durante
0 outono e inverno (COLPO et al., 2005). Outra caracteristica que corrobora esse padréo é a
maior riqueza de espécies de Aegla proximas do Trépico de Capricornio (BOND-BUCKUP et
al., 2008), demonstrando assim, a adaptacdo do grupo a ambientes temperados.

Diversas espécies apresentam dimorfismo sexual (Figura 1a,b), sugerindo que, apesar
da razdo sexual ser equivalente, ha selecdo sexual nestes individuos, com machos possuindo
corpo e quelipodos maiores que as fémeas (BOND-BUCKUP, 2003). Apesar disso, estudos
sobre comportamento nesses animais sdo relativamente escassos. Apenas recentemente o
comportamento reprodutivo de uma espécie foi descrito (ALMERAO et al., 2010),
demonstrando que eglideos se acasalam durante o periodo de intermuda da fémea, de maneira
semelhante a lagostins, que sdo animais tidos como modelos comportamentais (BERRY &
BREITHAUPT, 2010). Individuos de Aegla se confrontam prontamente em laboratorio,
mesmo ha auséncia de recursos ébvios, o que os tornam excelentes modelos para estudos de
agressdo e competicdo por recursos (AYRES-PERES et al., 2011). Além disso, PARRA et al.
(2011) demonstraram que as hierarquias de dominancia estabelecidas em laboratorio refletiam
a distribuicdo das espécies em ambiente natural, nas quais a espécie dominante era mais
abundante do que aquelas submissas; outro ponto importante para a utilizacdo desses animais

como modelos.
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1.2 Comportamento Agonistico

Disputas nas quais os individuos competem agressiva e diretamente um contra o outro
sdo considerados comportamentos ubiquos no reino animal (BRIFFA & ELWOOQOD, 2009).
Normalmente, recursos séo a causa dessas disputas, pois a posse ou 0 acesso aos recursos
aumentam a aptidao dos individuos que conseguem obté-los. Portanto, espera-se que nesses
casos, as disputas sejam longas e intensas (MAYNARD-SMITH, 1974).
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Figura 1 - Aegla longirostri Bond-Buckup & Buckup, 1994 em vista dorsal: (a) macho; (b)
fémea.

A teoria dos jogos prediz que quanto mais valioso o recurso mais 0s animais investirao
em agressao (MAYNARD-SMITH, 1974; FLETCHER & HARDEGE, 2009). A avaliacdo do
valor do recurso pode depender do estado interno do individuo. Por exemplo, conforme a
fome de um individuo aumenta, maior serd o valor de um recurso alimentar (MOORE, 2007).
InformacBes sobre o recurso também podem alterar o valor do mesmo. Individuos que
possuiam conhecimento prévio de um recurso demonstravam maior agressdo quando
competiam por este (WILLIAMS et al., 2006). Porém, confrontos agressivos sdo custosos
para 0os combatentes, tanto energeticamente (SNEDDON et al., 1999) quanto no quesito
exposicao a predadores e possibilidade de injarias (MARIAPPAN et al., 2000; SNEDDON et
al., 2003). Logo, o valor do recurso ndo seria 0 Unico fator a determinar o tempo e a
intensidade de uma interacdo agressiva.

Segundo a teoria da defesa de recursos, a agressao depende tanto da defensibilidade do
recurso quanto da propria habilidade de luta do combatente (BROWN, 1964; EMLEN &

ORING, 1977). A defensibilidade do recurso é regida pelo ndmero de competidores
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envolvidos, pela escassez e pela distribuicdo espaco-temporal do recurso (GRANT et al.,
2000). Tanto no aumento do nimero de competidores quanto na escassez de um recurso, ha
um aumento na energia utilizada pelo individuo para excluir os competidores, atingindo um
limite no qual a energia utilizada na exclusdo do adversario € muito maior que os beneficios
trazidos pelo recurso, o que torna a agressdo ndo adaptativa (GRANT et al., 1995). Essa
relacdo torna o uso da agressao uma relacdo quadréatica, aonde a agressdo € maxima (i.e., mais
adaptativa) no ponto médio da curva (GRANT et al., 1995). Quanto a distribuicdo espaco-
temporal dos recursos, eles sdo tidos como economicamente defensaveis quando séo
agregados no espaco, e/ou dispersos no tempo, e/ou previsiveis em ambos (DENNENMOSER
& THIEL, 2007).

A habilidade de luta de um animal normalmente é medida por meio de um conjunto de
caracteristicas morfoldgicas, como tamanho corporal ou do armamento, coloracdo, e muitas
vezes, através do conjunto dessas caracteristicas (BRIFFA, 2008). Quanto menor a
disparidade entre as caracteristicas dos combatentes, mais longo se torna o confronto
(MOORE, 2007). Geralmente, o individuo maior (ou com coloracdo mais conspicua) se torna
dominante, porém, algumas vezes, a dominancia também depende de posicionamento do
individuo (ARNOTT & ELWOOD, 2009). No anfipodo Gammarus pulex, machos que
estavam em guarda pré-copula ganharam 84% dos confrontos (de 39 pares), apesar da
diferenca de peso (peso médio dos defensores: 45,5 mg; dos atacantes: 58,7 mg) (PRENTER
et al., 2006). Portanto, ha diversos fatores que modulam a agressividade dos individuos, desde
o valor do recurso, passando pelo estado interno do animal e indo até a habilidade de luta.

Outro fator preponderante em confrontos agonisticos sdo as funcGes do sistema
nervoso dos individuos, as quais sdo alteradas por neuromoduladores, em particular as aminas
biogénicas como serotonina, octopamina e etc (MOORE, 2007). As aminas biogénicas estdo
ligadas ao comportamento agressivo de decapodos e outros invertebrados: caranguejos que
possuem niveis circulantes mais altos de dopamina e octopamina tém maior probabilidade de
se tornarem dominantes. Além disso, 0s niveis circulantes de dopamina e octopamina
aumentavam ap0s a dominancia ser estabelecida (SNEDDON et al., 2000). Outra amina
relacionada a agressividade é a serotonina: individuos que foram injetados com serotonina
realizaram confrontos mais longos e mais agressivos do que individuos sem serotonina
(HUBER et al., 1997). Contudo, estudos mais recentes demonstraram que a serotonina
diminui a probabilidade dos individuos de recuar de um confronto, o que necessariamente
pode ndo estar relacionado com o0s niveis agressivos do individuo, mas sim de sua
coordenacdo motora (HUBER & DELAGO, 1998). A natureza exata da interacdo entre
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neuromoduladores e a agressao é incerta na maioria dos taxa, mas sabe-se que eles afetam as
hierarquias de dominancia e a histdria social dos individuos. Logo, também modulam a

agressividade dos animais.

1.3 Selecéo Sexual

A selecdo sexual ¢ definida por DARWIN (1871) como “a vantagem que certos
individuos tém sobre co-especificos do mesmo sexo com base na reprodugdo”. Apesar de ser
apenas uma subcategoria da selecdo natural, a discriminacdo dos dois processos € util porque
foca nas consequéncias seletivas das interacdes sexuais. Portanto, selecdo sexual é uma das
forcas que podem alterar a evolucdo das espécies (SHUSTER & WADE, 2003), ja que
engloba diversos mecanismos como investimento parental, escolha de parceiro sexual e
selecdo intra- e intersexual (SHUSTER, 2009; REQUENA et al., 2012).

A evolucédo do papel dos sexos depende de varios fatores, tais como cuidado parental,
selecdo sexual, multiplos acasalamentos e sua influéncia na paternidade esperada, a razao
sexual operacional e a razéo sexual de adultos (KOKKO & JENNIONS, 2008). Geralmente, o
sexo que prové maior cuidado parental é o que realiza a escolha do parceiro, criando o padrdo
conhecido como machos avidos e fémeas relutantes (TRIVERS, 1972). Consequentemente, 0
grau de seletividade afeta diretamente a selecéo sexual.

Modelos de co-evolugéo de selecdo sexual podem ser classificados como aqueles em
que as fémeas sdo favorecidas indiretamente, e aqueles em que ela é favorecida diretamente
(KOKKO & JENNIONS, 2008). Nos modelos indiretos, a preferéncia evolui porque ela é
associada a genes que maximizam 0 sucesso reprodutivo e/ou alta viabilidade da prole
(KOKKO et al., 2002). Nos modelos diretos, a preferéncia esta ligada a selecao natural, pois
0s beneficios sdo recebidos pelas fémeas diretamente dos machos com os quais elas acasalam
(e.g., comida, cuidado parental, abrigo) (KOKKO et al., 2002).

A teoria da selecdo sexual prediz que fémeas tendem a minimizar os riscos e 0s gastos
energéticos durante a corte, para investir mais na prole. Em contraste, os machos tendem
maximizar as oportunidades de acasalamento investindo muito na corte (tragos morfoldgicos,
fisiologicos e comportamentais) (TRIVERS, 1972; ANDERSSON, 1994). As fémeas tendem
a escolher os machos dominantes por causa dos beneficios diretos, ja que esses machos

controlam os melhores recursos, incluindo comida e abrigo (QVARNSTROM &
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FORSGREN, 1998). Muitas vezes, os dominantes também sdo os individuos com grande
tamanho corporal, os quais também s&o escolhidos como parceiros de alta qualidade
(HUBER, 1985; DIAZ & THIEL, 2004; AQUILONI & GHERARDI, 2007). O tamanho
também pode ser uma expressao de alta qualidade genética. Logo, acasalar com um individuo
grande transmitiria essa qualidade para a prole (HUNT et al., 2005).

A preferéncia dos machos por fémeas maiores pode aumentar a aptiddo dos machos,
visto que o tamanho e a fecundidade sdo positivamente correlacionados (BALDAUF et al.,
2009). Entretanto, a preferéncia pode ser baseada em outros fatores, como visto no
caranguejo-ermitdo Pagurus middendorffi Brandt, 1851: machos pequenos demonstram
prudéncia ao escolher fémeas que estdo proximas da desova, ao invés de escolherem fémeas
maiores, para evitar competicdo com machos maiores (WADA et al., 2011). A escolha
também pode ser feita por meio da percepc¢do do status de acasalamento das fémeas: machos
do lagostim Procambarus clarkii (Girard, 1852) escolhem fémeas virgens em detrimento de
fémeas ja acasaladas para evitar competicao de esperma (AQUILONI & GHERARDI, 2007).
Portanto, se existe uma preferéncia por determinado fen6tipo e/ou gendtipo, os acasalamentos
ndo sdo aleatdrios. Assim, certos tracos ou caracteristicas diferentes podem ser fixados nos

sexos, tornando-os dimorficos.

1.4 Comunicacao

A comunicacdo é definida como a relacdo entre um sinal e uma resposta (WILSON,
1975), e ela faz parte de praticamente todas as interagdes entre dois individuos ou mais. As
formas mais comuns de comunicacdo sdo: a tactil, a sonora, a visual e a quimica. A primeira
ndo é muito conspicua, sendo muito dificil de aferir sua intensidade; porém, sua importancia é
grande, principalmente em interacbes que envolvem contato fisico (HOFMANN &
SCHILDBERGER, 2001). A segunda é muito utilizada no ambiente terrestre, pois em outros
meios (e.g., ambientes de agua salgada) ha muito barulho ambiental (sensu CHRISTY &
RITTSCHOF, 2011) que torna os sinais ndo adaptativos pela dificuldade de serem
acessados/avaliados. Como exemplo, podemos utilizar o barulho mecéanico provindo da
correnteza. Este barulho faz com que a comunicagdo necessite de intensidades maiores para

gue consiga ser transportado e avaliado pelo receptor de forma satisfatéria (ATEMA &
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STEINBACH, 2007). Portanto, esta forma é mais difundida em animais terrestres ou semi-
terrestres.

A forma de comunicacdo visual também é mais difundida em ambientes terrestres,
pois a turbidez da &gua em alguns locais tornaria esse estimulo inviavel (ATEMA &
STEINBACH, 2007). Grande parte da literatura de sinalizagdo visual em crustdceos vem dos
braquidros do género Uca, que sdo caranguejos semi-terrestres (veja CHRISTY, 2007).
Porém, atualmente tem se verificado a utilizacdo desse estimulo em ambientes aquaticos com
maior frequéncia do que previamente suposto. Ha exemplos de decapodos de agua doce que
utilizam a visdo para reconhecer um co-especifico (VAN DER VELDEN et al., 2008), e
também decapodos marinhos, que utilizam desse tipo de estimulo para localizacdo e atracdo
de parceiros sexuais (DIAZ & THIEL, 2004; KAMIO et al., 2008).

Por dltimo, a comunicacdo quimica é tida como a mais importante no meio aquatico e,
principalmente, para crustaceos (THIEL & BREITHAUPT, 2011). Ela € utilizada em todos 0s
aspectos que envolvem interacOes, indo desde interacBes sociais até procura de conchas em
caranguejos-ermitdes (MOORE, 2007; TRICARICO et al., 2011). Ja é bem estabelecido que
estimulos quimicos sdo vitais para a formacdo e manutencéo de hierarquias de dominancia em
decapodos (Figura 2) (BREITHAUPT & ATEMA, 2000). Comportamentos reprodutivos
também estdo vinculados aos estimulos quimicos (ATEMA & STEINBACH, 2007). Em
diversos taxa de crustaceos, a presenca desses estimulos é crucial para a realizacdo dos rituais
de acasalamento (BAMBER & NAYLOR, 1996; DIAZ & THIEL, 2004; ATEMA &
STEINBACH, 2007; BERRY & BREITHAUPT, 2010). Apesar de serem amplamente
estudados, ainda ndo se sabe quais s80 0s componentes responsaveis por evocar tais respostas
nos individuos. Apenas um estimulo foi identificado quimicamente até hoje, a Uridina di-
fosfato, que é um metabdlito secundario do processo de muda. Quando fémeas de caranguejos
verdadeiros (infraordem Brachyura) realizam a muda para acasalar, 0s machos reconhecem
seu estado reprodutivo e sdo atraidos até ela por meio desse metabdlito (FLETCHER &
HARDEGE, 2009).

Esses estimulos ndo precisam, necessariamente, serem utilizados isoladamente. Ha
diversos exemplos no reino animal de sinais bi- até trimodais (HEBETS & RUNDUS, 2011).
A sinalizacdo com mais de um estimulo é geralmente utilizada para diminuir a ambiguidade
do sinal (i.e., informacdo imperfeita), tornando a deteccdo do sinal e rastreamento do
sinalizador mais rapida e a informacg&o mais precisa (PARTAN & MARLER, 2005). Os erros
decorrentes da ambiguidade do sinal podem levar um individuo a subestimar um evento, o

que pode levar a perda de uma oportunidade, ou a superestimar um evento, 0 que pode
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acarretar em perda de tempo e energia (MUNOZ & BLUMSTEIN, 2012). Portanto, em
ambientes que possuem ruido ambiental (e.g. correnteza) é esperada a utilizacdo de mais de

um tipo de estimulo para comunicagéo.

<t —Breithaupt 6T ak; BMEBiology]

Figura 2 - Sinalizagdo quimica (em verde) entre macho e fémea de Pacifastacus leniusculus,

um lagostim de agua-doce. Animais estdo vendados com fita adesiva para que a cor verde néo
altere o comportamento reprodutivo. A fita adesiva no dorso impede que a hemolinfa se
difunda no aquario. Foto retirada de BERRY & BREITHAUPT (2010).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Avaliar os aspectos da selecdo sexual que podem atuar em Aeglidae, tendo Aegla
longirostri como espécie modelo, investigando a competigdo por parceiros, a preferéncia por

determinados fendtipos e também os meios de comunicagao utilizados.

2.2 Objetivos especificos

e Testar se ha intensificacdo na agressividade dos machos na presenca de fémeas

maduras;

e Determinar qual o sentido de percep¢do que estd envolvido na deteccdo de

potenciais parceiros sexuais;

e Testar se ha preferéncia de machos e fémeas por determinados fenétipos e estados

reprodutivos do sexo oposto.
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Abstract

Communication plays a large role in resource competition, especially for potential
mates, and is used by members of the competing sex to assess each other, and simultaneously
to evaluate the other sex, which may be advertising its status. To assess the effects of female
advertisement on male aggression, males of the decapod Aegla were paired according to body
and armament size. Males were left to interact in five different treatments: with receptive
females that could use both chemical and visual cues; non-receptive females that could use
both types of cues; receptive females that could use only one cue; or no female in the
aquarium. Fight duration, time spent in the most aggressive acts, latency period, number of
antennal whips/fight duration, and time spent near the female were analyzed. The males had
shorter and less intense confrontations when there was a receptive female that could signal
with at least one modality. Winning males spent significantly more time near the receptive
female only when both chemical and visual cues were present, when compared to the other
treatments. The low level of aggression shown by the males may be related to information
asymmetry due to the female’s choice: only the preferred male would receive information
from the female; or, males could compete for other resources that attract females. However,
male aggression was modified by the presence of female chemical cues, whereas mate
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guarding was initiated only when both chemical and visual cues were present. Hence, male
aggression can be down-regulated by female receptivity.
Keywords: animal communication; sexual competition; aquatic environment; agonistic

behavior; Aeglidae

Introduction

Strategies for searching and acquiring mates, as well as parental investment by each sex, play
an important role in the evolution of social and mating systems (Dennenmoser and Thiel
2007; Kokko and Jennions 2008). According to Emlen and Oring (1977), in order for a
resource to be monopolized economically, it must be: aggregated in space (example: Vahl et
al. 2005), dispersed in time (example: Goldberg et al. 2001), or predictable in both
dimensions, without considering the ability of an individual to exclude conspecifics from the
resource, and/or the motivation for this exclusion (i.e., resource value) (Smallegange et al.
2007).

In Decapoda (Crustacea), females are theoretically a predictable resource in time,
since in many species they become receptive and copulate soon after molting (but see
Almerdo et al. 2010; Berry and Breithaupt 2010; Pérez-Barros et al. 2011; Thiel et al. 2012
for exceptions), which facilitates monopolization by males (Asakura 2009). When this occurs,
the use of aggression and the formation of dominance hierarchies among males is expected
(Lott 1991). Within these hierarchies, individual males usually limit the access of other males
to the resource, and as these limitations increase, sexual selection becomes stronger (Bro-
Jargensen 2007; Hunt et al. 2009).

Dominance hierarchies are normally established through fights that vary in intensity
and duration according to the animals’ resource-holding potential (sensu Parker 1974) and the
resource value (Fletcher and Hardege 2009). As a resource becomes scarcer (both spatially
and temporally), the aggression employed to obtain this resource reaches higher levels
(Bergman and Moore 2003). However, direct competition for females is not the only form of
competition for mates (Kokko and Jennions 2008). When a resource becomes less predictable
(i.e., when the females do not molt before they copulate), other competitive strategies may
appear, such as the resource defense polygyny. In other words, the males may monopolize a
resource that attracts the females (Emlen and Oring 1977).

In order to compete for a receptive female, males must first recognize her

physiological state. In crustaceans, such recognition is normally done through chemical cues
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(Atema and Steinbach 2007). These cues are used in a variety of functions in decapods,
including the establishment and maintenance of dominance hierarchies (Karavanich and
Atema 1998; Skog et al. 2009), recognition of conspecifics (Gherardi 2002; Gherardi and
Tricarico 2011) and search for and evaluation of mates (Bushmann and Atema 2000; Aquiloni
and Gherardi 2008, 2010).

Reproductive behaviors are crucial for the maintenance of viable populations, and
therefore require an efficient system of information exchange between the sexes (Guilford and
Dawkins 1991; Rowe and Guilford 1999). Composite stimuli are widely employed because
the synchronized use of different senses provides more reliable information than does one
sense alone (Partan and Marler 1999). This multimodality enhances the assessor’s ability to
detect and locate the sender, by both modulating its responses and reducing cue ambiguity
(Partan and Marler 2005). The use of this type of stimuli has been reported for several
terrestrial arthropods (Holldobler 1999; Rowe and Guilford 1999; Takécs et al. 2003; Schiitz
et al. 2011). In a recent review, Hebets and Rundus (2011) highlighted the importance of
composite stimuli for mating and aggressive behaviors in Crustacea (mating: Kamio et al.
2008; Aquiloni and Gherardi 2010; Berry and Breithaupt 2008, 2010; aggressive: Hughes
1996; Karavanich and Atema 1998; Breithaupt and Eger 2002; Aquiloni et al. 2012), but also
stated that several questions remain unanswered and that more crustacean examples are
needed.

Freshwater decapods of the family Aeglidae live in high densities in well-oxygenated
waterbodies (Bueno et al. 2007; Dalosto and Santos 2011). This, together with other traits
such as sexual dimorphism, with the male having a larger body and armament (Colpo et al.
2005; Viau et al. 2006), aggression toward conspecifics (Ayres-Peres et al. 2011a), high rates
of displacement and movement (Ayres-Peres et al. 2011b), being opportunistic omnivores,
feeding on plant material, debris and macroinvertebrates (Santos et al. 2007), and high
metabolic rates (Dalosto and Santos 2011), make this group of animals an interesting model
for behavioral studies.

With that in mind, the objectives of this study were: (i) evaluate, in an aeglid model
Aegla longirostri Bond-Buckup & Buckup, 1994, the aggressive behavior of males regarding
the competition for mature females by analyzing the modulation of aggression according to
the reproductive status of the disputed female, and (ii) investigate the role of visual and
chemical senses in perceiving the female, determining which senses are the most important.
According to current knowledge of the subject, we formulated two hypotheses: (i) males

would fight more intensely for mature females, since they would be a highly valued resource;
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and (ii) the chemical sense would be more important, because, despite the widespread use of
composite stimuli, chemical cues play a larger role than the other senses in aquatic
environments (Atema and Steinbach 2007) and can be harder to counterfeit, since most

chemical cues are metabolic byproducts (Christy and Rittschof 2011).

Material and Methods

Animals

Aegla longirostri individuals were caught during the periods of highest reproductive activity
as reported by Colpo et al. (2005), from July through September and December through
February of 2010 and 2011. The aeglids were caught in a tributary of the Vacacai-Mirim
River, Santa Maria Municipality (29°40°13°’S; 53°45°44°°W), and in a tributary of the Divisa
stream, S3o0 Jodo do Polésine Municipality (29°38°33”S; 53°32°02”°W); both in the Jacui River
basin, Rio Grande do Sul state, Brazil. The mean water temperature was 15 + 3.8 °C and 13 +
2.2 °C at the two sites, respectively, and the water depth ranged from 0.3 to 0.8 m at both
sites.

Collections were made using baited traps and manual searching on the river banks. A
total of 119 adult animals were used, 90 males and 29 females, all in the intermolt phase, with
all appendages intact, and classified according to their reproductive status (Sokolowicz et al.
2007a). Females with red ovaries were considered sexually mature, and all other colorations
were considered immature (Sokolowicz et al. 2007a). The ovaries were inspected through the
transparent cuticle of the female’s abdomen (see also Almerdo et al. 2010). Males with a
carapace length (CL) > 19 mm were considered adults and sexually mature because they
reach gonadal maturity at approximately that size (Colpo et al. 2005; Sokolowicz et al.
2007a). A digital caliper (precision: 0.01 mm) was used for measuring CL (from the orbital
spine to the posterior border of the cephalothorax) (males: 21.2 + 1.8 mm; females: 17.0 + 2.2
mm) and length of both chelipeds: the right (RC) and left (LC) (males RC: 12. 7 £ 1.7 mm;
LC: 146 £ 2.2 mm; females RC: 8.8 = 1.6 mm; LC: 9.8 £ 1.8 mm). Male pairs were
assembled with a maximum of 10% difference in CL, RC and LC between these two males to
avoid biasing fights toward the larger animal (Moore 2007; Ayres-Peres et al. 2011a), and one
of the males was marked on its dorsal side with non-toxic paint. Each male was used only
once in this experiment. A female was randomly chosen for each pair according to the

treatment (see below).



32

The animals were acclimated in individual aquaria (2L) for 7 to 14 days, in order to
exclude the effects of any previous social experience (Gherardi and Atema 2005). They were
fed ad libitum with senescent leaves, ceasing at least one day (24 h) before the experiments.
The aeglids were kept under constant aeration; the aquaria contained a 1-cm layer of gravel
and a rock to provide shelter; there was no running water, so the water was changed weekly.
The animals were kept in conditions as similar as possible to the natural environment, i.e., a
non-controlled photoperiod and room temperature between 10 °C and 17 °C.

Prior to their use in the experiments, the females were tested for receptivity. For this,
they were placed in an aquarium (8 L) with a sexually mature male. If the male approached
her and she did not attempt to escape, she was considered receptive (Almerdo et al. 2010).
The male was not reutilized with the same female in any of the treatments. This receptivity
test was necessary because aeglid females copulate without molting (Almerdo et al. 2010).
The receptivity test was satisfactory. The females classified as receptive evoked different

responses from the males than did the non-receptive females (see Results).

Experimental design

For the experiments, males were transferred to an aquarium (henceforth called arena) (31 x 19
x 21 cm) without aeration or substratum. The arena was divided into three equal parts by two
opaque plastic dividers (Fig. 1). The males were placed in opposite ends of the arena, and a
female was placed in the middle area. The aeglids were acclimated for 20 min and then the
dividers were lifted, allowing the males to interact directly for 20 min, during which their
behavior was recorded with a camcorder (Sony Handycam DCR-DVD 108) positioned
centrally 26 cm above the arena. All experiments were filmed at night, since aeglids are more
active in this period (Sokolowicz et al. 2007b; Ayres-Peres et al. 2011b). All recordings were
made with red incandescent light bulbs (40W) due to the low sensitivity of crustaceans to this
wavelength (Turra and Denadai 2003; Zimmermann et al. 2009).

The female was placed and held in four different manners in the arena, representing
four different experimental conditions. The females were held in a container (diameter: 6 cm,
height: 7 cm), which did not allow them to move significantly in any direction. This approach
was taken to avoid biasing male perception of the female, since she could not move sideways,
and thus, would always be at the same distance from the male pair in the surrounding arena.
The females remained calm in this container showing no signs of being negatively affected by
the limited space available to her during the comparatively short experiments. In the

treatments where males were expected to receive chemical cues, the container with the female
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had small perforations (0.8 mm diameter) at a density of 2.86 cm™, thus the perforations were
small and spaced enough to ensure that no visual contact was allowed. The experimental
conditions were as follows:

Fimat Treatment. Non-receptive female with visual and chemical contact (N=10
pairs): The sexually immature female was placed in the arena inside a translucent perforated
container, in order to allow visual contact and the dispersal of possible chemical cues.

FmatCV Treatment. Receptive female with visual and chemical contact (N=10
pairs): Exactly like the Fimat treatment, but with a receptive female in the container, instead
of the immature female.

FmatV Treatment. Receptive female with visual contact only (N=10 pairs): The
female was placed in the arena in a translucent container without perforations, which allowed
only visual contact. In order to verify that the container was hermetically sealed, dye tests
were performed prior to the experiment. The container was filled with water and a few drops
of dye. Then, it was placed in the arena, which was then filled with water, and observed for 10
min to check for any leak. This procedure was repeated for every three replicates.

FmatC Treatment. Receptive female with chemical contact only (N=10 pairs):
The female was placed in the arena inside an opaque container with perforations, which
allowed chemical cues, but blocked any visual contact.

NF Treatment. No females in the arena (N=05 pairs): Only a translucent perforated
container was placed in the center of the arena, with no female inside it. This treatment was
used to check for the possible influence of the container on the males’ behavior.

After the fights, the animals were kept in individual aquaria for seven more days, in
order to check for molt state, which can affect aggressiveness (Moore 2007). All animals that
died or molted during these seven days were excluded from the analyses (n = 3 out of a total
of 90 experimental males; no females died/molted during the experiment). At the end of the

experiment, all surviving animals were returned to their natural habitat.

Behavioral Analyses

For the quantification of behavioral acts, the 20 min recording time was divided into 5-s
intervals (a total of 240 intervals) and during each interval, an aggression level was assigned
to each male. This aggression level was determined according to the score table for A.
longirostri developed by Ayres-Peres et al. (2011a), in which each act is assigned a score
ranging from -2 (submissive acts such as fleeing or tail-flip) to 5 (intense combat).

Repeatedly, more than one aggressive acts could be detected within one interval, and
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therefore a hierarchy level was established following the suggestions of Breithaupt and Eger
(2002) and Ayres-Peres et al. (2011a). This hierarchy is based on the meaning of the score to
the fight outcome (i.e., aggressive acts are more important to determine the winner/loser than
non-aggressive acts), and proceeds as follows: the most aggressive acts 5, 4 and 3 outrank (>)
all the other levels (2, 1, 0, -1, -2); and within the first three levels, 5 > 4 > 3, according to
aggression levels. Next, -2 outranks -1, and both of these outrank 0, 1 and 2, since -2 and -1
are submissive acts (e.g., tail-flip and fleeing, respectively), they have more importance for
the outcome of the fight than the non-aggressive acts 0, 1 and 2 (e.g., immobility and walking
around the arena).

For data analyses, only the first three bouts within the 20-min recording period were
used. If all bouts had been analyzed, the time that animals allocate to this kind of activity
could have been overestimated. This was done because it is widely known that animals tend
to fight more in laboratory studies due to the limited space of the arenas (Bergman and Moore
2003).

Dependent variables measured

1. The duration of a fight (sum of the three bouts). A bout was initiated when one of the males
approached and the other did not flee. It was deemed to be finished when the animals did not
interact for 5 s after they backed away or fled (Goessmann et al. 2000).

2. The time that each male spent performing aggressive acts (scores: 3, 4 and 5) and
submissive acts (scores: -2 and -1) was determined. The animal that spent more time
performing aggressive acts was deemed the “winner” and the other the “loser” (Karavanich
and Atema 1998; Ayres-Peres et al. 2011a).

3. Latency period: the time that the males took from the beginning of the recording until the
first bout (Ayres-Peres et al. 2011a).

4. The total number of antennal whips that each male performed during the first three bouts.
This number was divided by the time spent fighting, to calculate the number of antennal
whips/second.

5. The total time that the males spent less than 0.5 BL away from the female’s container. This
was noted after the end of the first bout. When another bout was initiated (see dependent
variable 1), the counting stopped, and restarted only after the bout ended.
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In order to perform a one-way ANOVA with a Tukey HSD post-hoc test, all data were log-
transformed (log(x+1)) in order to fit the test’s premises. When data were not normalized, a
Kruskal-Wallis test with a Mann-Whitney post-hoc test was used. For tests among winners
and losers in the same treatment (dependent variable 5), a Wilcoxon Signed-Rank test was
adopted. The significance level used for all tests was 5%. All statistical tests were performed

using the R software (R Development Core Team 2008).
Results

The duration of fights differed among the treatments (one-way ANOVA,; F440 = 8.949, p <
0.0001) (Fig. 2; Table S1). Males fought for a longer period when there was no female in the
arena, or when a sexually immature female was present (Fig. 2). However, there was no
difference between the FmatV and the other treatments (Fig. 2). The same scenario was found
for the time that winners and losers spent performing aggressive acts (one-way ANOVA,; F4 40
= 0.24, p < 0.0001; Fs40 = 6.674, p = 0.0005, respectively) (Fig. 3; Table S2, S3). For
submissive acts, there was no significant difference between the treatments, either for winners
or for losers (Kruskal-Wallis; winners: df = 4, y* = 8.3403, p > 0.05; losers: df = 4, 5 =
4.5449, p > 0.05). The latency period did not differ between treatments (Kruskal-Wallis; df =
4, = 5.1501, p > 0.05) (Fig. 4), and the number of antennal whips/second also did not differ
(Kruskal-Wallis; winners: df = 4, y* = 3.2431, p > 0.05; losers: df = 4, x* = 2.1315, p > 0.05;
Table 1).

The time that the winners spent near the female container differed between the
treatments (Kruskal-Wallis; df = 4, y*> = 15.5707, p = 0.0037). The winners in the FmatCV
treatment spent significantly more time near the container than in all other treatments, with
the exception of the treatment without a female (Fig. 5). However, a similar difference was
not found among the losers (Kruskal-Wallis; df = 4, XZ = 6.9569, p > 0.05). When the winners
were compared with the losers, the only difference was in the FmatCV treatment (Wilcoxon
Signed-Rank; V =1, p = 0.013) (Fig. 5).
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Discussion

Game-theory predicts that investment in aggression increases (i.e., time, intensity and energy)
as resources get more valuable (Maynard-Smith 1974; Enquist and Leimar 1987; Gherardi
2002; Moore 2007). Females are regarded as a highly valuable resource for males in most
animal species (Grant et al. 2000; Sneddon et al. 2003; Bro-Jargensen 2007; Dennenmoser
and Thiel 2007; Fletcher and Hardege 2009). Thus, we expected that males would fight longer
and more intensely in the presence than in the absence of a female. Our results demonstrate
that aeglid males invest less in aggression when a sexually mature female is present. This
result refutes our initial hypothesis. There are three possible explanations for our results,
which are not mutually exclusive. First, males may not be able to precisely assess female
receptivity, lowering the subjective value of the resource. In brachyuran crabs (Crustacea),
female receptivity is predictable since it is linked to a physical event, the molt (Asakura
2009). This scenario is seen, for example, in the brachyuran Carcinus maenas (Linnaeus
1758). Males fight for longer and more intensively for receptive females, both with only
chemical cues and with the presence of the female in the arena (Sneddon et al. 2003). Thus,
females in this species may be a predictable resource in time, since they cannot hide their
reproductive status due to the molt event, which in turn makes them a defensible resource
(Brown 1964; Grant et al. 2000).

In Aeglidae, female receptivity is not linked to any physical event (Almerdo et al.
2010; Pérez-Barros et al. 2011), therefore, female status is not easily detected. Alternatively,
females may be using this disconnection between physical event and receptivity to hide their
receptive status, to allow them to choose between males (Jivoff and Hines 1998; Diaz and
Thiel 2004; Thiel and Correa 2004). In both cases, females can benefit from this lower
aggression by being less harassed by the males, lowering the risk of injury. As these animals
live in high densities (Bueno and Bond-Buckup 2000; Bueno et al. 2007) this hypothesis
seems plausible, since the encounter rate would theoretically be high. This process would
make the receptive females an unpredictable resource in both space and time. Thus, males
may fight for other resources that would allow access to females, for example, areas with
coarse particulate organic matter, which are areas with a high proportion of food where
aeglids tend to congregate (Blicker et al. 2008). Studies on intersexual communication in
freshwater crayfish provide further evidences for this hypothesis. Blindfolded males of
Pacifastacus leniusculus (Dana 1852) reduced aggression and aggressive signaling after

receiving chemical cues from receptive females (Berry and Breithaupt 2010). Therefore, it is
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plausible that this reduction in aggressive levels may impact the competition for mates.
Hence, further studies are needed to elucidate how the differences in mating strategies (e.g.
post-molt and intermolt mating) influence mate competition.

Secondly, differences in the evaluation of the value of the resource may occur, leading
to differences in the perceived value between the combatants. Enquist and Leimar (1987)
demonstrated through mathematical simulations that when combatants assign different values
to a disputed resource, fights tend to be shorter as the difference in the perceived value
increases. This may be happening in our case. Males may evaluate female receptivity
differently due to informational asymmetry derived from female preference: the female might
have a preference for one male and only release cues when this male is close to her, but not
when the other male approaches. Therefore, males would differ in their evaluations because
they receive different information concerning the female’s reproductive state. These cues are
released with the urine, and therefore may be under the control of the female (Atema and
Steinbach 2007). Females can remain ‘“chemically quiet” (Atema 1995) until the preferred
male approaches to avoid harassment from less-preferred males, and thus cause information
asymmetry between the males. A similar strategy is thought to occur in other crustaceans
(lobster:  Atema and Cowan 1986; rock shrimp: Diaz and Thiel 2004).

Lastly, males may be releasing cues with more emphasis in order to finish the fight
without the need to expend excessive energy. Therefore, they would decrease the cost of
obtaining information about the opponent, finishing the fight quickly (Enquist and Leimar
1987). Still, there was no difference in the number of antennal whips between the treatments
(Table 1). This indicates that, although antennal whips are used by some arthropods during
agonistic fights (Hofmann and Schildberger 2001), this type of cue was not responsible for
decreasing the intensity of the fights. Visual information is more commonly utilized by semi-
terrestrial or shallow-water species of crustaceans (Salmon 1983; Hughes 1996), but recently,
more examples of its use have been discovered (male aggregations: Diaz and Thiel 2004;
individual recognition: van der Velden et al. 2008). Hence, it could be expected that A.
longirostri uses some kind of visual cue, since it is a shallow-water species. However, no
stereotyped visual display was observed in agonistic fights in this study, or by Ayres-Peres et
al. (2011a). Hence, it is unlikely that visual cues play an important role in the establishment of
dominance in these crustaceans. On the other hand, the chemical medium is widely employed
by crustaceans in agonistic bouts (Atema and Steinbach 2007). Chemical cues released with
the urine (Breithaupt and Atema 2000) are involved in several processes related to dominance

(Breithaupt 2011). It has been shown that strong aggressive intent increases the probability of



38

urine release; and aggressive acts only trigger responses when they are performed together
with urine release (Breithaupt and Atema 2000; Breithaupt and Eger 2002). Thus, males could
release more urine when sexually mature females were present, altering the social status of the
loser sooner than when competing for other resources (Bergman and Moore 2005). The loser
could, then, allocate the time saved to search for other receptive females away from the
dominant male. However, this type of cue could not be quantified within our experimental
design, and consequently this subject would require further study.

The difference in duration and aggressiveness of fights between treatments with
mature females was smaller when males could receive chemical cues (Fig. 2 and 3),
indicating the existence of a chemical cue released by the female that advertises her
reproductive state. The utilization of cues (or chemical signals sensu Wyatt 2010) that
demonstrates reproductive status has been reported for many species of fishes, terrestrial
arthropods, and crustaceans (Thiel & Breithaupt 2011). The aquatic environment is more
suitable for chemical cues than for other cues (Rohr et al. 2004), because it is more turbid than
terrestrial environments, making the use of visual cues more difficult (Atema & Steinbach
2007). This relationship is seen in Figs. 2 and 3. When only chemical cues were used, the
males had more similar fights than if they used both senses. When only visual cues were used,
the males took longer to establish dominance, although not statistically different from any
treatment. This indicates that chemical cues played a more important role than visual cues for
these aeglids. This relative importance of cues differs from the rock shrimp Rhynchocinetes
typus Milne Edwards 1837, where males also employ visual cues to locate receptive females
(Diaz and Thiel 2004), but follows the pattern found for freshwater crayfishes (Aquiloni and
Gherardi 2008, 2010).

Albeit there is no statistical difference in Fig. 4, there was a tendency for shorter
latency periods in the FmatCV treatment. In this treatment, females can use composite stimuli
(visual and chemical cues), but they can also receive those cues from the males. This might
induce females to release more chemicals themselves, further accelerating the establishment
of dominance between the males. This scenario is entirely feasible, since male crayfish
presented reduced aggressiveness when female cues are present (Berry and Breithaupt 2010),
which can thus leave to acceleration in the establishment of dominance. Atema and Steinbach
(2007) stated that when groups of the American lobster, Homarus americanus H. Milne
Edwards, 1837, are introduced in a new tank, males stop fighting to mate with receptive

females.
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The fact that winners spent significantly more time near the container when the female
used two types of cues (FmatCV) neither corroborates nor refutes our second hypothesis, that
chemical cues would play a more important role, since there are also chemical cues in this
treatment. However, this observation demonstrates that males need both cues to locate the
female with precision. The female behaviors may have biased the results, since the container
impeded her from approaching and/or moving away from either male. Their behavior can be
important for mating, as shown for P. leniusculus, where, even with a female dummy
releasing the chemical cues of a live receptive female, males would not complete the mating
behavior sequence (Berry and Breithaupt 2008). However, the same study provided evidence
that males did recognize female status; therefore, our results cannot be entirely discarded.
Thus, another possible explanation for the results shown in Fig. 5 is that the container altered
the traceability of the chemical cue. The urine is released in forward jets and loses its
directionality with distance and time (Atema and Steinbach 2007; Weissburg 2011). The
perforations of the container may have accelerated the loss of directionality. Even though we
cannot rule out this hypothesis completely, there are two reasons why it may not be occurring:
(i) there may not be any intended directionality, because females may not be able to retain the
cues that reveal their reproductive status (Thiel and Hinojosa 2003); (ii) composite stimuli are
widely used in reproductive behaviors in crustaceans (Berry and Breithaupt 2010; Hebets and
Rundus 2011). Visual and chemical cues could be communicating different parts of the same
information (Munoz and Blumstein 2012); however, since we do not know whether they are
indeed signals, we can only conjecture about their meaning to the species (Hebets and Rundus
2011). In crustaceans, the use of these two cues to estimate the female’s receptivity has been
shown for several crayfish species (Acquistapace et al. 2002; Aquiloni and Gherardi 2008,
2010; Breithaupt 2011), which are ecologically similar to aeglids (Ayres-Peres et al. 2011a,
2011b). However, if they are indeed signals, then we can make assumptions about what is
seen in Fig. 5. When there is only one stimulus, no difference arises (FmatC and FmatV), but
when they are released together there is a difference (FmatCV). Therefore, males of A.
longirostri could be using the chemical cue to assess the female’s reproductive status, and the
visual cue to locate her with precision. Many species utilize bimodality to decrease the
uncertainty of a cue (Nonacs and Blumstein 2010). Imperfect information about an event can
lead to costly errors for the animal, with the loss of opportunities or overestimation of the
probability of an event, resulting in loss of time and energy (Munoz and Blumstein 2012).
Therefore, it is expected that males employ composite stimuli to assess the female’s

reproductive status; the loss of an opportunity to mate may decrease the animal’s fitness. The
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variability of the aquatic medium may also favor the use of composite stimuli (Hebets and
Rundus 2011). Since streams alter from riffles to pools, cues may propagate differently
according to the flow and turbidity of these environments (Weissburg 2011). Thus, aeglids
may have to use several cues to receive precise information, according to the micro-
environment where they are located.

In conclusion, males perform shorter and less intense fights for receptive females,
probably because these females are an unpredictable resource in space and time, and it is
therefore more economical to defend other vital resources for females, or for their attraction.
The chemical cue is important for demonstrating the reproductive status of the female, and it
may be under her control, which could lead to information asymmetry between the males (i.e.,
the preferred male would receive information about her status and the other male would not).
However, the visual cue also has some role in the evaluation/location of the female. Thus,
because of the population biology and behavioral characteristics of aeglids, this group of
crustaceans shows promise for the elucidation of questions related to sexual selection and

aggression in animals that live in high densities in freshwater environments.
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Fig. 1 Schematic figure of the experimental setup. The males were accommodated in opposite
extremities of the aquarium, separated by two removable opaque plastic dividers. The female
was accommodated inside the central container (diameter: 6 cm; height: 7 cm). All animals
were acclimated for 20 min, and then the dividers were lifted and left males interact for
another 20 min, which were recorded. The central container that held the female varied

according to the treatment (see Material & Methods)
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Fig. 2 Duration (s) (log+1l) (mean + SD) of fights between males of Aegla longirostri.
Different letters denote statistical difference by the post-hoc Tukey HSD test (p < 0.05).
(Fimat = Sexually immature female present; FmatC = Sexually mature female with chemical
signal only; FmatCV = Sexually mature female with both chemical and visual signals; FmatV

= Sexually mature female with visual signal only; NF = No female present)
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Fig. 3 Total time (s) (log+1) (mean £ SD) that winners (white bars) and losers (gray bars)
spent performing aggressive acts (levels 3, 4 and 5). Capital letters denote statistical
differences between the winners, lowercase between losers. Post-hoc Tukey HSD test (p <
0.05). (Fimat = Sexually immature female present; FmatC = Sexually mature female with
chemical signal only; FmatCV = Sexually mature female with both chemical and visual

signals; FmatV = Sexually mature female with visual signal only; NF = No female present)
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Fig. 4 Latency period (s) (time males took to initiate the first bout). A Kruskal-Wallis test was
used but with no significant difference (p > 0.05). (Fimat = Sexually immature female
present; FmatC = Sexually mature female with chemical signal only; FmatCV = Sexually
mature female with both chemical and visual signals; FmatV = Sexually mature female with

visual signal only; NF = No female present)
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Fig. 5 Time (s) (mean + SD) that winners (white bars) and losers (gray bars) spent near the
container in the center of the arena. Different letters denote statistical difference between
winners with post-hoc Mann-Whitney test. Asterisk (*) denotes difference between winners
and losers with Wilcoxon Signed-Rank test (p < 0.05). There was no statistical difference
between the losers. (Fimat = Sexually immature female present; FmatC = Sexually mature
female with chemical signal only; FmatCV = Sexually mature female with both chemical and
visual signals; FmatV = Sexually mature female with visual signal only; NF = No female

present)
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Table 1 Medians + SD of the antennals whips.s™ of winners and losers in each treatment. A
Kruskal-Wallis test was used but with no significant difference (p > 0.05). (Fimat = Sexually
immature female present; FmatC = Sexually mature female with chemical signal only;
FmatCV = Sexually mature female with both chemical and visual signals; FmatV = Sexually

mature female with visual signal only; NF = No female present)

Treatment | Winner Whips.s® Loser Whips.s™

Fimat 0.16 £ 0.09 0.16 £0.09
FmatC 0.19+0.11 0.12 +0.06
FmatCV | 0.13+0.17 0.1+0.08
FmatV 0.18 +£0.08 0.1+0.11

NF 0.12+0.05 0.15+0.06
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Resumo

O dimorfismo sexual pode evoluir através de diversos processos genéticos e
ecologicos. Este estudo investigou se o dimorfismo sexual presente em Aegla longirostri pode
ser explicado através da preferéncia de parceiros, e quais métodos de comunicacdo Sao
utilizados para avaliar potenciais parceiros. Para isso, foi utilizado um aquério em Y, e 0s
decapodos foram separados em grupos de trés, de acordo com o tratamento, aonde um animal
era utilizado como discriminador e os outros como alvos a serem escolhidos. Os machos
adultos foram usados como discriminadores, com fémeas maduras e imaturas sexualmente
como alvos; as fémeas maduras como discriminadoras e machos grandes e pequenos como
alvos; similar ao arranjo anterior, porém alterando-se os estimulos que as fémeas poderiam
receber dos machos alvos: em um tratamento, eles poderiam emitir apenas estimulos visuais e,
em outro tratamento, apenas estimulos quimicos. Assim, verificou-se que machos néo
demonstraram preferéncia por fémeas de nenhum tratamento. Contudo, houve uma grande
variagdo no tempo que estes permaneceram no corredor com fémeas maduras. As fémeas
demonstraram preferéncia por machos grandes, porém somente quando elas poderiam receber
estimulos quimicos e visuais concomitantemente. Com isto, machos podem ndo apresentar
escolha por causa da preferéncia da propria fémea: provavelmente ela s6 demonstra seu status
quando o macho preferido esta préximo; ou somente machos de alta qualidade conseguem
perceber o status da fémea, fazendo com que poucos consigam realizar a escolha. Por outro
lado, a preferéncia da fémea por machos maiores pode explicar o maior tamanho do
armamento e do corpo dos machos, e a necessidade da fémea em utilizar estimulos compostos
para escolher pode ser uma consequéncia da sua propria preferéncia: ela necessita de muita

informacdo para fazer a escolha.
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Palavras-chave: estimulos bimodais; preferéncia fenotipica; Aeglidae

Abstract

Sexual dimorphism can evolve through several genetic and ecological processes. Here,
we investigate if the sexual dimorphism presented in Aegla longirostri could be explained by
mate preference, and what communication pathways are used to evaluate potential mates.
Thus, we used a Y-maze and arranged the decapods in groups of three, according to the
treatment, where one animal was used as the chooser and the others as targets. We used adult
males as choosers with sexually immature and mature females as targets; mature females as
choosers with large and small males as targets; in a similar arrangement of the second group,
we altered the stimuli females could receive from the males: males could use only visual cues
in one treatment and in the other males could only use chemical cues. Males did not show
preference for mature or immature females, but they presented a high variance in the time
spent with the mature female. Females showed preference for the large male, but only when
she receives chemical and visual cues. Therefore, males may not be presenting preference due
to female’s own preference: she only advertises her status when a preferred male is around; or
when only high quality males can perceive her status, making only a few of them able to
choose. On the other hand, females’ preference for large mates can explain the larger body
and armament size of males, and her need to use composite stimuli may be a consequence of
her own choosiness: she needs a lot of information to make the choice.

Keywords: bimodal stimuli; phenotypic preference; Aeglidae

Introducéo

A selecdo sexual é uma forca seletiva que tem sido investigada intensamente nas
ultimas décadas. Sua forma e intensidade podem resultar nos ornamentos conspicuos gque sao
vistos na natureza (ANDERSSON, 1994; COTTON et al., 2006). Ha diversas formas de
atuacdo da selegdo sexual, porém, as duas mais classicas sdo através de preferéncias sexuais e
competicdo intrassexual (BISAZZA & MARIN, 1995). A preferéncia das fémeas por um
determinado fenotipo pode fazer com que as fémeas se associem com machos que possuem
apenas uma série determinada de caracteristicas, preterindo as outras possiveis caracteristicas
demonstradas pelos machos (SNEAD & ALCOCK, 1985). Essa preferéncia das fémeas é

relacionada a qualidade do macho (BERGLUND et al., 1996). Ao acasalar com determinados
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machos, as fémeas podem se assegurar de que a qualidade dos machos serd transmitida a
prole, aumentando a aptiddo de ambos os sexos (QVARNSTROM & FORSGREN, 1998).
Com isso, gera-se um cenario de acasalamentos ndo aleatorios, aonde um determinado
fenotipo de machos é mais bem-sucedido do que os outros (GHERARDI et al., 2006).
Acasamentos ndo aleatorios podem influenciar a genética, a morfologia e até a demografia
das populagdes de algumas espécies (PARKER & PARTRIDGE, 1998), podendo inclusive
promover especiacdo (QVARNSTROM et al., 2006; VAN DOORN et al., 2009).

Outro processo que pode influenciar a selecdo sexual é a competicdo intrassexual por
parceiros. Apesar de existirem diversas formas de competicdo por fémeas, a agressdo é uma
das formas mais conspicuas (HUNT et al., 2009). Nesse contexto, quanto maior a competicdo
por fémeas, maior tende a ser a agressdo utilizada. Dessa forma, os armamentos e o tamanho
corporal dos machos se tornam fundamentais na defesa e no acesso a parceiros sexuais de
qualidade (EMLEN, 2008).

Em crustaceos, os machos geralmente possuem corpos e armamentos (i.e., quelipodos)
maiores que as fémeas. Esse padrdo pode ter evoluido devido a necessidade de competir pelo
acesso as fémeas, uma vez que garantir este acesso leva ao acasalamento (SNEDDON et al.,
2003; FLETCHER & HARDEGE, 2009). Porém, PALAORO et al. (2013) verificaram que
em Aegla longirostri, um anomuro de 4gua-doce, os machos lutam com menor intensidade e
por menos tempo na presenca de fémeas maduras. Apesar de os quelipodos e o maior
tamanho corporal serem utilizados em outros contextos (combates por abrigo: GHERARDI,
2002; por comida: WILLIAMS et al., 2006; status de dominancia: DALOSTO et al., 2013), a
competicéo direta pelas fémeas ndo se faz presente e, assim, provavelmente ndo influenciou
na manutencdo do padrdo dimorfico presente em eglideos, uma vez que ha menor
investimento em agressao na presenca de potenciais parceiras.

Neste contexto, o dimorfismo marcante presente em varias espécies de Aeglidae
(COLPO et al., 2005; OLIVEIRA & SANTOS, 2011; TREVISAN & SANTOS, 2012) pode
resultar da preferéncia das fémeas por machos com corpos e quelipodos maiores. O maior
tamanho dos machos normalmente ¢ um indicador de seu status de dominancia (THIEL &
CORREA, 2003). Machos dominantes possuem melhores recursos ou melhores acessos a
estes como, por exemplo, o melhor territorio e um bom abrigo (MOORE, 2007), o que pode
torna-los mais atrativos as fémeas (BUZZATO & MACHADO, 2008). Outro fator a ser
considerado sdo 0s beneficios indiretos que as fémeas recebem. Estes beneficios estdo
relacionados a qualidade genética do macho, a qual pode ser herdada pela prole. No caso,

machos de melhor qualidade genética podem produzir um maior nimero de prole viavel, ou
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até prole com maior probabilidade de sobrevivéncia (WONG & CANDOLIN, 2005).
Portanto, a preferéncia das fémeas por machos de determinados fendtipos pode ter auxiliado
na manutencdo do padrdo dimorfico das espécies de Aegla.

Contudo, as fémeas de eglideos apresentam o abdémen mais largo que os machos
(VIAU et al., 2006), evidéncia que sugere a possivel existéncia de selecdo do sexo oposto por
determinados fenotipos (mas veja EDWARD & CHAPMAN, 2011). De fato, a preferéncia de
machos por fémeas maiores € reportada para diversos taxa (CRESPI, 1989; HARARI et al.,
1999), principalmente porque o tamanho é positivamente correlacionado com fecundidade
(mas veja GHERARDI et al., 1997). Quando potenciais parceiros variam na sua qualidade, a
preferéncia pelo fen6tipo de maior qualidade € esperada (BALDAUF et al., 2009).

Dado que, na maioria dos decapodos limnicos as fémeas incubam os ovos no abdémen
(LOPEZ-GRECO et al., 2004), um maior abdémen significaria mais espago para carregar
estes ovos. Com isso, os machos podem preferir fémeas que possuem abdomens maiores.
Porém, antes de exercer uma escolha, 0s machos necessitam reconhecer o status reprodutivo
das fémeas. PALAORO et al. (2013) demonstraram que os eglideos machos reconhecem a
maturidade sexual das fémeas e lancaram algumas hipdteses sobre como isto pode alterar os
niveis agressivos dos machos. Essas hipdteses se apoiam no controle da liberacdo de
estimulos que indiquem o status reprodutivo das fémeas. O aprofundamento das investigaces
sobre o controle das fémeas pode elucidar as questdes envolvendo possiveis preferéncias dos
machos.

Para ocorrer 0 acasalamento com os fendtipos preferidos, os animais necessitariam
primeiro localizar e depois avaliar os parceiros, para somente entdo realizar uma escolha
(SATO & GOSHIMA, 2008). As informacgfes sobre a qualidade dos parceiros podem ser
transmitidas por diversos meios de comunica¢do. No ambiente aquatico, 0s principais meios
sdo o visual e o quimico (ATEMA & STEINBACH, 2007). A comunicacdo visual ocorre
principalmente em &guas claras e pouco profundas, habitats preferenciais dos eglideos
(BUENO et al., 2007). Ja4 a comunicagdo quimica é altamente difundida em todos os habitats
aquaticos, e.g., lagoas, riachos, agua salobra e salgada (THIEL & BREITHAUPT, 2011).
Especificamente em lagostins, estimulos quimicos sdo utilizados em virtualmente todos os
tipos de interagdo entre dois ou mais individuos, indo desde interagdes agressivas
(BREITHAUPT, 2011), interacbes sexuais (BERRY & BREITHAUPT, 2010) até as
interacdes mae-prole (MATHEWS, 2011).

Em A. longirostri, PALAORO et al. (2013) demonstraram que machos necessitam de

estimulos compostos (estimulos visuais e quimicos) para apresentarem um repertorio
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comportamental mais complexo. Quando apenas uma forma de comunicacdo era utilizada a
agressaotambém era reduzida, porém o repertério comportamental se tornava mais simples.
H& estudos indicando que as fémeas sO exercem a escolha quando estimulos quimicos e
visuais se encontram presentes (AQUILONI & GHERARDI, 2008, 2010; BERRY &
BREITHAUPT, 2010). O uso de mais de uma forma de comunicacdo é atil para reduzir a
ambiguidade e facilitar a localizacdo do emissor em todos os ambientes (PARTAN &
MARLER, 2005). Se levarmos em conta a variabilidade do meio aquatico ao longo do seu
curso, no qual o fluxo do riacho e a turbidez da dgua variam constantemente, a necessidade do
uso de mais de um tipo de estimulo pode ser maior do que em outros ambientes menos
heterogéneos e mais constantes (HEBETS & RUNDUS, 2011). Uma vez que existem
evidéncias sobre em relacdo aos estimulos utilizados por eglideos machos (PALAORO et al.,
2013), o estudo dos estimulos utilizados pelas fémeas pode completar as informac6es para
inferirmos, com maior seguranca, sobre questes como a evolucdo de caracteristicas
morfoldgicas, ecoldgicas, comportamentais e selecdo de parceiros sexuais.

Como muito pouco se sabe sobre a selecdo sexual em crustdceos limnicos
Neotropicais, foi investigada a escolha de parceiros sexuais por machos e fémeas de A.
longirostri, nosso modelo experimental, para determinar se o dimorfismo sexual presente
entre 0s eglideos ¢ mantido nas populagdes com auxilio da preferéncia dos sexos por
determinados parceiros. Também investigamos 0s estimulos necessarios para que a escolha
das fémeas possa ser feita. Foram formuladas duas hipoteses: 1. Ambos 0s sexos demonstram
preferéncia por determinados fendtipos ou status de maturidade, os machos demonstrariam
escolha porque nédo faria sentido escolher fémea imatura. Ademais, a escolha de machos é
esperada quando ha mais fémeas disponiveis do que a capacidade do macho de acasalar e
guando as fémeas variam de qualidade (EDWARD & CHAPMAN, 2011). Em A. longirostri
as fémeas variam de qualidade, pois fémeas maiores conseguem carregar mais ovos devido ao
maior abddmen (COLPO et al., 2005). J& as fémeas demonstrariam preferéncia por machos
maiores devido a maior qualidade desses machos, oque resultaria em um aumento da aptidao
da fémea (AQUILONI & GHERARDI, 2008). 2. As fémeas necessitam tanto de estimulo
visual quanto quimico para realizar possiveis escolhas, pois 0 ambiente aquatico é muito
heterogéneo, o que tornaria os estimulos bimodais necessarios para facilitar a comunicagéo
entre os individuos. Alem disso, eglideos sdo encontrados com alta abundéncia em riachos
rasos e de aguas limpidas (BOND-BUCKUP et al., 2008), o que facilitaria a utilizacdo dos

estimulos visuais além dos quimicos. Por ultimo, como o sucesso reprodutivo da fémea
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normalmente depende da qualidade do macho (BATEMAN, 1948), elas utilizariam o maximo
de informacéo possivel antes de realizar a escolha.

Material e Métodos

Animais

Os individuos de A. longirostri (N = 55) foram coletados durante os picos reprodutivos
conforme reportado por COLPO et al. (2005), de maio a julho de 2012. Os individuos foram
capturados em um tributdrio do Rio Vacacai-Mirim, no municipio de Santa Maria
(29°40°13°°S; 53°45°44°W) e também em um tributério do Arroio da Divisa, no municipio de
Sao Joao do Polésine (29°38°33”S; 53°32°02”W), ambos localizados na bacia do Rio Jacui,
Rio Grande do Sul, Brasil. Assim que coletados, os individuos foram mensurados conforme o
comprimento cefalotoracico (CC) (Figura 1) com um paquimetro digital (precisdo: 0,01 mm)
e classificados conforme seu estagio reprodutivo. As fémeas foram consideradas maduras ou
imaturas de acordo com a descricdo de SOKOLOWICZ et al. (2007), observando-se 0s
ovarios através da cuticula transparente do abdémen. Quando os ovarios eram de coloragédo
laranja, as fémeas foram consideradas maduras, enquanto que outras coloracdes foram
consideradas imaturas. Machos sdo considerados morfoligcamente maduros quando
apresentam tamanho acima de 13,9 mm, de acordo com COLPO et al. (2005). Contudo, sabe-
se que a maturidade gonadal de eglideos ocorre apdés a maturidade morfologica
(SOKOLOWICZ et al., 2007). Como ndo ha estudos sobre a maturidade gonadal de A.
longirostri, n6s utilizamos apenas machos acima de 19 mm, como margem de seguranca
(PALAORO et al., 2013). As duas formas distintas de classificar maturidade (i.e., coloragéo
dos ovarios para as fémeas e o tamanho corporal para os machos) foram utilizadas porque as
gbnadas dos machos ndo podem ser visualizadas externamente. Assim, os individuos
coletados para este estudo foram classificados em trés categorias, fémeas maduras (CC médio
=17 £ 1,08 mm; N = 14) fémeas imaturas (16,31 + 2,43 mm; N = 5) e machos maduros
(21,03 £ 3,4 mm; N = 36). Tanto os machos quanto as fémeas utilizados nos experimentos
apresentavam todos os apéndices integros (e.g. anténulas, antenas, quelipodos).

Todas as fémeas consideradas maduras foram previamente submetidas a um teste de
receptividade (PALAORO et al., 2013), no qual eram acomodadas em um aquario com um
macho adulto e, de acordo com os comportamentos do macho, eram classificadas como

receptiva ou ndo (para descricdo dos comportamentos reprodutivos em Aegla, veja
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ALMERAO et al., 2010). Os machos utilizados para este teste ndo foram reutilizados com a

mesma fémea posteriormente.

A s 4
.................... \ W 4

Figura 1 - Desenho esquematico de Aegla longirostri em vista dorsal para demonstracdo do
comprimento cefalotoracico (CC). Adaptado de BOND-BUCKUP (2003).

Todos os individuos foram aclimatados em aquérios individuais (2L) por um minimo
de sete dias e foram alimentados ad libitum com folhas senescentes trazidas dos locais de
coleta. Os aquéarios possuiam aeracdo constante; 1 cm de cascalho e uma pedra para reflgio;
sendo mantidos em condi¢des as mais proximas do natural (i.e., fotoperiodo ndo controlado e

temperatura ambiente entre 10 °C e 17 °C).

Design experimental

Para os experimentos, utilizou-se um aquario em Y em que cada corredor tinha 30 cm
de comprimento, 15 cm de altura e 15 cm de largura (Figura 2). Os individuos foram
agrupados em trios, dos quais dois foram inseridos em extremidades opostas para serem
escolhidos (daqui em diante denominados “alvos”) dentro de recipientes (veja a seguir) € a
terceira extremidade era deixada com um recipiente vazio. A posi¢cdo dos individuos era
aleatorizada em cada réplica, para evitar a preferéncia de posicdo do animal. O terceiro
individuo do trio foi acomodado no centro do aquario para realizar a escolha entre os alvos
(daqui em diante denominado “discriminante”). Os individuos foram aclimatados por 10 min
no aquario e, apos, o discriminante era liberado para realizar a escolha por 20 min, periodo
durante o qual todos os seus atos foram gravados com uma filmadora Sony HDR-CX560
disposta verticalmente a 1 m do aquério. Os trios de animais (dois alvos e um discriminante)
foram formados da seguinte maneira:
Tratamento MD. Um macho maduro para discriminar entre duas fémeas: uma imatura e outra

receptiva. Os recipientes utilizados para acomodar os alvos eram translucidos, perfurados e



57

fixados no substrato, permitindo, assim, que os estimulos visuais e quimicos fossem
utilizados. Estes recipientes ndo permitiam que os animais se movessem dentro deles, para
evitar que a distancia entre o alvo e o discriminante afetasse a escolha. Porém, nenhum sinal
de estresse foi verificado, pois 0s animais permaneciam parados e sem muita movimentagédo
(N =8).

Tratamento FD. Foi utilizada uma fémea madura para discriminar entre dois machos maduros
que diferiam em no minimo 15% do CC. Os recipientes eram iguais ao do tratamento MD,
portanto, permitiam a utilizacdo de estimulos bimodais (i.e., quimico e visual) (N = 7).
Tratamento Q. Semelhante ao tratamento FD, porém os recipientes ndo continham nenhum
macho, apenas dgua dos aquérios onde estes animais (alvos) foram condicionados. Os alvos
eram aclimatados em aquéarios de 1-L com aeracdo e sem alimento dois dias antes do
experimento. A agua de seus aquarios era entdo retirada na hora do experimento, e injetada,
nas extremidades do aquério experimental, reservadas aos alvos, a uma taxa de 1 mL.min™. O
mesmo procedimento foi adotado para o recipiente vazio: um aquario contendo apenas agua
com aeracdo foi mantido pelo mesmo periodo de tempo, e a sua agua foi injetada no
recipiente que correspondia ao corredor vazio (N = 7).

Tratamento V. Semelhante ao tratamento FD, porém os recipientes ndo eram perfurados,
apenas translicidos, permitindo que apenas estimulos visuais fossem utilizados. Estes
recipientes também ndo permitiam que os animais se movimentassem dentro deles, e nenhum

sinal de estresse foi verificado neste tratamento também (N = 7).

CV

Figura 2 - Esquema do aquario em Y com posi¢Oes ilustrativas dos animais. Linhas
pontilhadas indicam inicio da area de escolha (veja Materiais & Métodos). D = discriminante;
Al =alvo 1; A2 = alvo 2; CV = Corredor vazio.

As réplicas dos tratamentos Q e V foram feitas com as mesmas fémeas, sendo
separadas por no maximo uma semana, para evitar que a receptividade da fémea fosse

alterada. Esse método foi utilizado para diminuir o nimero de fémeas maduras retiradas de
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seu habitat natural, evitando prejudicar o periodo reprodutivo da populacdo. Todos o0s
discriminantes foram utilizados apenas uma vez, enquanto que os alvos foram utilizados até
trés vezes, porém nunca com o mesmo discriminante.

Ap0s os experimentos, os animais foram deixados por mais sete dias no laboratério
para verificar estado de muda e possivel morte. A muda é um processo fisiologico custoso e
estressante para crustaceos, alterando o comportamento do animal. A morte do animal pds-
experimento poderia indicar que este estava com seu comportamento alterado na hora do
experimento (MOORE, 2007). Portanto, para evitar o vies nos dados, devidos a esses fatores,
os animais foram observados posteriormente. Como estes ndo ocorreram, nenhuma réplica foi
retirada da analise. Apos este periodo, todos os animais foram devolvidos aos respectivos

locais de coleta, aproximadamente no final do periodo reprodutivo.

Anélise de dados

O tempo que o discriminante permaneceu em cada corredor foi quantificado. O
individuo era considerado no corredor quando seus quelipodos e rostro passavam de uma
linha marcada no inicio do corredor (Figura 2). O mesmo critério foi utilizado quando o
animal saia do corredor. Para analisar se houve diferenca entre o tempo de permanéncia em
cada corredor no tratamento MD, foi utilizado um teste de Friedman, dada a natureza
heterocedastica dos dados. J4, para analisar a diferenca entre o tempo de permanéncia em
cada corredor e também a diferenca entre os tratamentos com fémeas, foi utilizado uma
ANOVA de duas vias fatorial de modelos mistos (também conhecida como ANOVA de um
fator dentro e um fator entre os sujeitos), com um teste t pareado como post-hoc. Para todas as
analises foram feitos testes de Shapiro-Wilk para a normalidade, testes de Levene para
verificar a homocedasticidade dos dados, e também um teste de esfericidade de Mauchly para
os dados utilizados na ANOVA. Um valor de significancia de 5% foi utilizado para todas as
analises, que foram realizadas no software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2008).

Resultados

No tratamento MD, ndo houve diferenca no tempo que 0s machos permaneceram em
cada corredor (Friedman; Fr = 1,94; gl = 2; p = 0,38) (Figura 3). J& nas fémeas, houve um
efeito significativo na interacdo entre tratamentos e corredores (ANOVA,; F436 = 5,01; p =

0,003). Porém, quando foram analisados separadamente, os tratamentos ndo demonstraram
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diferenca (ANOVA; F,15 = 0,13; p = 0,88), nem os corredores (ANOVA,; Fy35 = 2,16; p =
0,13).

Quando os tratamentos foram comparados por corredor, para controlar o efeito da
interacdo, verificou-se que o tratamento FD diferiu dos tratamentos V e Q apenas no corredor
que continha machos grandes (MG) como alvo (teste t pareado; FD x V, p = 0,005; FD x Q, p
=0,04; V x Q, p = 0,37). Nos outros corredores, ndo houve diferenca (teste t pareado; p >
0,05). Apos, foi comparado o efeito dos corredores no tratamento. Novamente, a Unica
diferenca encontrada foi no tratamento com dois estimulos (FD), no qual o corredor com MG
diferiu significativamente dos outros corredores (i.e., com macho pequeno, MP, e corredor
vazio, CV), sendo que MP e CV ndo diferiram entre si (teste t pareado; MG x MP, p = 0,004;
MG x CV, p=0,01; MP x CV, p =0,18) (Figura 4).
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Figura 3 — Tempo que os machos de Aegla longirostri permaneceram em cada corredor. FM =
Fémea madura; FIm = Fémea imatura; CV = Corredor vazio. Teste de Friedman ndo indiciou

diferenca entre os corredores (p > 0,05).
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Figura 4 - Tempo de permanéncia em cada corredor pelas fémeas de Aegla longirostri. Linha
horizontal indica média, caixa indica primeiro e terceiro quartil, barras verticais indicam
valores maximos e minimos. Letras diferentes (a, b) indicam diferencas entre os corredores do
mesmo tratamento. Asterisco (*) indica diferenca do corredor de um tratamento com 0 mesmo

corredor dos outros tratamentos.

Discussao

Em A. longirostri apenas as fémeas demonstraram escolha, refutando nossa primeira
hipbtese de que ambos o0s sexos demonstrariam preferéncias. A aparente auséncia de escolha
dos machos pode ser explicada de trés maneiras, as quais podem atuar concomitantemente.
Primeiro, desde TRIVERS (1972) se pensa que o padrdo mais comum na natureza € de
“machos avidos e fémeas relutantes”, ou seja, 0S machos acasalariam com qualquer fémea,
enquanto que estas selecionariam 0s machos. Apesar de este padrdo explicar nossos
resultados, é pouco provavel que a selecdo ocorra dessa forma em A. longirostri. PALAORO
et al. (2013) verificaram que machos conseguem discernir entre fémeas maduras e imaturas, e
que realizam guarda pré-copulatoria da fémea madura. Isso, aliado ao fato das fémeas
possuirem caracteristicas sexuais secundarias marcantes, como abdémen mais amplo para
carregar ovos (COLPO et al., 2005), tornam essa hipotese menos plausivel. Fémeas com
abdémen maior normalmente sdo mais férteis (CRESPI, 1989; GHERARDI et al., 1997),
portanto, machos que acasalam com fémeas maiores gerariam uma prole maior, 0 que

aumentaria o aptiddo de ambos. Logo, quando h& variacdo na qualidade dos potenciais
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parceiros (e.g. nimero de ovos) espera-se que exista a preferéncia por determinados fenotipos
(BALDAUF et al., 2009), e por isso, essa hipdtese é a menos plausivel.

Segundo, os machos podem nao ter escolhido entre as fémeas devido a escolha da
prépria fémea. A fémea madura pode conseguir controlar a emissédo dos estimulos quimicos
que indicam a sua receptividade (fémeas “quimicamente quietas” sensu ATEMA, 1995), os
liberando apenas na presenca de um macho preferido. Logo, o0 macho discriminante pode néo
ter percebido o status reprodutivo da fémea porque ela ndo liberou tal sinal. Uma vez que
esses estimulos sdo liberados na urina, esse cendrio € plausivel e se pensa que ocorra em
outros taxa como lagostas e camardes (DIAZ & THIEL, 2004). Essa explicacéo é corroborada
quando observamos a Figura 3. Ha uma grande variacdo no tempo que 0S machos
permaneceram no corredor com fémea madura, trés machos permanecerem muito mais tempo
neste que nos outros corredores. Apesar de ndo haver diferenca significativa entre os
corredores, € importante que isso seja ressaltado, pois corrobora com a ideia de que a
preferéncia da fémea pode modular a escolha dos machos. Seguindo na mesma linha de
raciocinio, alguns machos podem nao ter conseguido detectar a maturidade sexual das fémeas
porque isso faz parte do proprio processo seletivo das fémeas. BERRY & BREITHAUPT
(2010) demonstraram em Pacifastacus leniusculus (Dana, 1852), um lagostim de agua-doce,
que a liberacdo de estimulos que indicam o status reprodutivo das fémeas ocorre em um
contexto agressivo, no qual elas liberam urina da mesma forma quando estdo competindo por
recursos. Outro fator reportado no mesmo estudo € que de 17 pares formados de machos e
fémeas, apenas em sete ocorreram acasalamento, ou seja, ndo sdo todos 0s machos que
conseguem detectar o status da fémea. Logo, como os eglideos sdo um grupos ecologicamente
similar aos lagostins de dgua-doce (AYRES-PERES et al., 2011) o mesmo fenédmeno pode
estar ocorrendo.

Outra explicacdo, que deriva da ideia de a escolha das fémeas alterar a escolha do
macho, e de que as fémeas com abdomens maiores escolhem melhor, ou conseguem controlar
a liberacdo de estimulos de forma mais eficaz, escolhendo apenas machos de alta qualidade
para acasalar. Dessa maneira, as caracteristicas sexuais secundarias de ambos 0s sexos seriam
selecionadas concomitantemente, com machos de corpo e armamento grandes acasalando
fémeas de abdomens grandes. Assim, um mecanismo de reforco e manutencdo dessas
caracteristicas ocorreria de forma indireta. Contudo, a distingdo entre essas ideias € ténue e
necessitaria de mais estudos para identificar o mecanismo de agédo exato.

Quanto as fémeas, a escolha por machos maiores é amplamente reportada na literatura
para diversos taxa (DIAZ & THIEL, 2004; GHERARDI et al., 2006; AQUILONI &
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GHERARDI, 2008; HUNT et al., 2009). Esse padrdo estd normalmente associado aos
beneficios diretos e indiretos de acasalar com um macho maior. Machos maiores normalmente
sdo animais dominantes que possuem melhores recursos e/ou melhores acesso a estes, ja que,
devido ao seu tamanho, vencem a grande maioria dos confrontos (MOORE, 2007). Logo,
animais dominantes podem ser mais atrativos para as fémeas (SAVAGE et al., 2004).
Inclusive, as fémeas podem utilizar esses beneficios mesmo quando o sistema de
acasalamento ndo é baseado na aquisicdo de recursos. Elas podem escolher machos maiores,
por exemplo, para diminuir os riscos de predacdo (COTHRAN et al., 2012). Assim,
considerando-se que a competicdo intrassexual por fémeas ndo é intensa em A. longirostri
(PALAORO et al., 2013), estas podem escolher machos maiores devido aos beneficios diretos
fornecidos por estes machos, o que explicaria a selecdo do maior tamanho corporal e do
armamento.

Outra hipotese é de que as fémeas escolnem os machos pelos beneficios indiretos que
eles fornecem. Eles podem se relacionar com a qualidade genética do macho escolhido
(BATEMAN, 1948). Um macho de alta qualidade genética pode aumentar a sobrevivéncia
e/ou atratividade e/ou viabilidade da prole, aumentando a aptiddo da fémea (WONG &
CANDOLIN, 2005). Desse modo, a escolha da fémea pode auxiliar na manutencdo do
dimorfismo sexual presente em Aegla, pois a preferéncia destas por individuos maiores pode
ter induzido a acasalamentos ndo aleatorios. Porém, necessita-se de mais estudos relativos a
este tdpico para que se possa verificar com precisao a forca dessa selecéo.

A preferéncia das fémeas maduras por machos maiores desapareceu quando estas
puderam avaliar os machos com apenas um estimulo: a fémea permaneceu significativamente
mais tempo no corredor em que havia um MG apenas quando ela poderia utilizar dois tipos de
estimulos para avaliar o parceiro, 0 que corrobora com a nossa segunda hipotese. O uso de
estimulos compostos (i.e., estimulos visuais e quimicos) é relatado em todo o reino animal e é
utilizado por diversos Decapoda para avaliacdo de parceiros sexuais, desde lagostins
(ACQUISTAPACE et al., 2002; AQUILONI & GHERARDI, 2008, 2010; BERRY &
BREITHAUPT, 2010) e lagostas (ATEMA & STEINBACH, 2007) até caranguejos (KAMIO
et al., 2008). Também ja foi demonstrado que machos de A. longirostri necessitam dos dois
estimulos para apresentar um repertorio sexual mais elaborado (PALAORO et al., 2013).
Portanto, era esperado que as fémeas também necessitassem de ambos os estimulos para
avaliar melhor seus parceiros, visto que, por serem mais seletivas, necessitam de mais
informagdes que os machos para realizar escolha. Por ser muito varidvel, o ambiente aquatico

pode causar muito ruido em qualquer estimulo propagado, dificultando sua deteccdo e
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avaliacdo (HEBETS & RUNDUS, 2011). Isto é particularmente verdadeiro para estimulos
unimodais, assim, 0 uso de mais de uma via de comunica¢do pode aumentar a preciséo e
diminuir a ambiguidade do estimulo, fazendo com que os animais ndo percam nenhuma
informacdo, evitando perdas por subestimacdo de eventos importantes como sinalizagdes
sexuais (MUNOZ & BLUMSTEIN, 2012).

Concluséao

Machos de Aegla longirostri aparentemente ndo escolhem entre fémeas,
provavelmente devido a propria escolha das fémeas: elas podem conseguir controlar a
liberacdo das pistas que demonstram seu status reprodutivo, fazendo com que o macho nédo
tenha acesso a essa informacéo e, portanto, ndo realize escolha. Ja as fémeas preferem machos
maiores, porém apenas na presenca de estimulos visuais e quimicos. Quando algum destes €
retirado, a escolha da fémea ndo é diferente do acaso. A preferéncia por machos maiores
provavelmente ocorre porque acasalar com machos maiores acarreta em um aumento na
aptidao das fémeas. Essa escolha provavelmente auxilia na manutencéo do dimorfismo sexual
nas espécies de Aegla, uma vez que acasalamentos ndo aleatorios entre fenétipos de maior
aptiddo podem manter o padrdo fenotipico das espécies. A necessidade de dois estimulos pode
se dar devido a heterogeneidade do ambiente aquético, o qual torna o ruido ambiental muito
intenso, fazendo com que os animais necessitem de mais de um estimulo para conseguir
diminuir a incerteza da informagdo e também para conseguir localizar o sinalizador mais

facilmente.
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4 CONCLUSOES

Este € o primeiro estudo em termos de selecdo sexual e competi¢do por recursos em
decapodos de agua-doce Neotropicais, porque usa uma abordagem experimental enquanto a
maioria dos estudos previos sobre comportamento reprodutivo realizados com este grupo séo
puramente descritivos. Este é também um dos primeiros estudos a utiliza-los como modelos
para questBes ecoldgicas. Nesse sentido, verificamos que os confrontos de machos na
presenca de fémeas maduras sdo curtos e menos intensos do que confrontos com fémeas
imatura presentes, provavelmente porque a fémea consegue controlar os estimulos que
demonstram seu status reprodutivo, fazendo com que apenas 0s machos preferidos consigam
detectar sua maturidade e, com isso, perceber o verdadeiro valor do recurso. Isto também
demonstra que a competicdo intrassexual por acesso direto a fémea, provavelmente néo
influencia no padrdo dimorfico de Aegla. Além disso, verificamos que as fémeas tém
preferéncia por machos grandes, o que provavelmente esta relacionado aos beneficios diretos
(e.g. abrigo) e/ou indiretos (e.g. qualidade genética) que estes animais fornecem a elas e/ou a
prole. A auséncia de reconhecimento do estado de maturidade das fémeas pelos machos no
segundo experimento pode estar vinculada a preferéncia da fémea, ou seja, a fémea necessita
primeiramente avaliar 0 macho e decidir se ele € um bom parceiro, para somente entdo liberar
os estimulos. Assim, o macho sé consegue avaliar a parceira em potencial apds a liberacao
dos estimulos (i.e., ap6s a fémea ter realizado a avaliacdo). Outra explicacdo é que nem todos
0s machos conseguem detectar o status reprodutivo da fémea. O baixo nivel de deteccdo pode
fazer parte do processo de selecdo dos machos aptos, como é visto em lagostins de agua-doce.
Contudo, esse assunto necessita de maior investigagao.

Apesar dos contextos serem diferenciados, os sexos utilizaram estimulos diferentes
para avaliar o parceiro. Os machos necessitaram apenas do meio quimico ou visual para
detectar a receptividade da fémea, enquanto que as fémeas necessitaram de dois estimulos
para exercer a preferéncia por determinado fendtipo. Esse padrdo pode estar relacionado a
seletividade de cada sexo. Os machos podem sermenos seletivos, necessitando de menos
informagdes para detectar a presenga das fémeas. J& estas, em contrapartida, necessitam de
mais informagdes para avaliar um macho.

Por ultimo, os eglideos apresentaram respostas comportamentais de facil deteccéo e

quantificacdo. Além disso, as caracteristicas ecoldgicas da familia Aeglidae se assemelham
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aquelas dos lagostins de agua-doce do hemisfério Norte, os quais sdo utilizados como
modelos comportamentais ha vérias décadas. Esses fatores somados tornam estes anomuros
bons modelos de estudos comportamentais, j& que a comparacdo com o grupo melhor

estudado torna-se mais rapida e facil, dada a semelhanca ecoldgica.



