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RESUMO

Achatina fulica, Bowdich, 1822 e Bradybaena similaris (Férussac, 1821) sdao espécies
de moluscos terrestres exoticas que conseguiram se estabelecer em quase todos os Estados
brasileiros. Estas espécies sdo citadas na literatura como hospedeiros de parasitos, incluindo
espécies de interesse médico-veterinario. Também sao citadas como pragas agricolas, pragas
urbanas e causadoras de desequilibrio da malacofauna nativa. Em areas de grandes infestagdes
esses moluscos sdo causadores de grandes prejuizos econdmicos. Além disso, as conchas
vazias desses animais no ambiente representam um local propicio para formagdo de
criadouros do mosquito o Aedes aegypti, transmissor da dengue, da febre Chikungunya e do
Zika Virus, acarretando grave problema para satde publica. Os produtos utilizados para o
controle desses animais possuem em sua composi¢do quimica a presenca de metaldeido,
substancia toxica também para outros animais incluindo seres humanos. Podendo inclusive
ser responsavel pela contaminagdo de lengois freaticos. Substancias de origem vegetal podem
ser seletivas, menos toxicas para o ambiente e biodegradaveis. Diante disso, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a atividade moluscicida e ovicida do timol e mentol sobre as espécies A.
fulica e B. similaris em condi¢des de laboratério. Os moluscos adultos foram coletados em
quatro bairros da cidade de Juiz de Fora, aclimatados as condi¢des laboratoriais por 72 horas.
Nos testes do timol P.A em ovos, jovens e adultos de A. fulica foram utilizadas as
concentragdes de 80g/L, 75g/L, 70g/L, 65g/L, 60g/L, 50g/L, 40g/L, 30g/L, 20g/L, 10g/L,
9¢g/L, 8g/L, 7g/L, 6g/L, 5g/L, 4g/L, 3g/L, 2g/L, 1g/L, 0.9g/L, 0.8g/L, 0.7g/L 0.6 g/L, 0.5 g/L,
0.4 ¢g/L, 03 gL, 0.2¢g/lL,0.1g/L,0.02g/L e 0.01g/L, acrescido de dimetilsulfoxido (DMSO)
1%, com agua destilada aquecida a 60°C, que foram aspersas nos terrarios. Nos testes do
mentol P.A em ovos, jovens e adultos de B. similaris foram testadas as concentracdes 0.1g/L,
1g/L, 2.5g/L, 3g/L, 5g/L, 10g/L, 20g/L e 50g/L, ambos com seis repeticdes. O primeiro
controle recebeu agua destilada acrescida de DMSO a 1% e o segundo apenas agua destilada.
O timol e mentol apresentaram atividade moluscicida e ovicida para as espécies em que foram
testados, causando em algumas concentra¢des 100% de mortalidade e impedindo a eclosdo
dos jovens de forma eficaz. Essas duas substancias representam uma forma eficiente e menos
toxica para o ambiente. O estabelecimento de um protocolo de utilizagdo em campo dessas
substancias pode representar uma forma eficaz de controle, em areas infestadas, por moluscos

exoticos.

Palavras-chave: biocidas. Praga-agricola. Controle. Moluscos-exoticos.



ABSTRACT

Achatina fulica, Bowdich, 1822 and Bradybaena similaris (Férussac, 1821) are species of
exotic terrestrial snails that have spread to almost all Brazilian states. These species are cited
in the literature as parasite hosts, including species of veterinary interest. They are also
mentioned as agricultural pests, urban pests and causes of imbalance of native malacofauna.
In areas of large infestations, these snails cause major economic losses. Besides that, their
empty shells are favorable breeding places of the mosquito Aedes aegypti, transmitter of
dengue fever, chikungunya fever and zika virus, causing serious public health problems. The
products used to control these animals contain metaldehyde, also toxic to other animals
including humans, as well as causing groundwater contamination. Substances of plant origin
can be selective, less environmentally toxic and biodegradable. Therefore, the objective of
this work was to evaluate the molluscicidal and ovicidal activity of thymol and menthol on A.
fulica and B. similaris under laboratory conditions. Adult snails were collected in four
different districts of the city of Juiz de Fora, acclimated to laboratory conditions for 72 hours.
In the tests of thymol PA on eggs, juveniles and adults of 4. fulica, concentrations of 80g / L,
75g/L,70g/L,65¢g/L,60g/L,50g/L,40g/L,30g/L,20g/L,10g/L,9/L,8g/L,7g
/L,6g/L,5¢/L,4g/L,3g/L,2g/L,1g/L,09g/L08g/L,07g/L0.6g/L,05¢g/L,
04g/L,03g/L,02¢g/L,0.1g/L, 0.02g /L, and 0.01g / L were used, plus 1% dimethyl
sulfoxide (DMSO) with distilled water heated to 60 ° C, which were sprayed into the
terrarium. In the menthol PA tests on B. similaris eggs, juveniles and adults, the
concentrations tested were 0.1g /L, 1g/ L, 2.5g/L,3g/L,5g/L, 10g/L,20g/L and 50 g/
L, both with six repetitions. The first control received distilled water plus 1% DMSO and the
second only distilled water. Thymol and menthol showed molluscicidal and ovicidal activity
on the species for which they were tested. Some concentrations caused 100% mortality,
preventing the juveniles from hatching. These two substances are thus efficient and less toxic
to the environment. The establishment of a protocol for the field use of these substances can

be an effective way to control exotic snails in infested areas.

Key words: Biocides. Agricultural pests. Control. Exotic snails.



RESUMO DE DIVULGACAO CIENTIFICA

As espécies de moluscos terrestres Bradybaena similaris e Achatina fulica ndo fazem
parte da malacofauna nativa do nosso pais e competem diretamente com os moluscos nativos
por sitios de alimentagdo e reprodugdo, fato este, que pode levar ao desequilibrio ecologico
em areas de infestacdo. Essas espécies foram introduzidas no pais e conseguiram se adaptar ao
novo ambiente, proliferando em vérias regides do Brasil. S3o consideradas pragas agricolas e
urbanas, estando presentes em quase todos os Estados brasileiros. Esses moluscos sao
hermafroditas, podem fazer a autofecundacao, mas também realizam copula cruzada, possuem
varios eventos reprodutivos ao longo do ano e liberam um grande numero de ovos por evento
reprodutivo.

A espécie B. similaris, conhecida popularmente como caracol de jardim, € originaria
da China e provavelmente chegou ao Brasil por meio do comércio de plantas cultivadas. Estes
moluscos sdo capazes de produzir cerca de 60 ovos por evento reprodutivo, com uma taxa de
eclosdo dos jovens de aproximadamente 80%. E consumidora por exceléncia de hortalicas de
consumo humano e por isso causa prejuizos a agricultura nas areas de infestagao. Também
pode atuar como hospedeira de varios parasitos de interesse médico veterinario, entre os
principais, podemos citar o Angiostrongylus cantonenis, A. costaricencis, relacionados a
angiostrongiliase abdominal e meningoencefalite humana.

Achatina fulica ¢ conhecida popularmente como Caramujo gigante africano, foi
introduzida no Brasil na década de 80 para substituir o “escargot”. Como nao obteve
aceitacdo comercial, os criadores abandonaram os animais no ambiente. Os moluscos
conseguiram uma rapida adaptacdo e hoje sdo encontrados em 23 Estados brasileiros. Nas
areas de grande infestacdo € capaz de devastar culturas inteiras de hortaligas, causando grande
prejuizos a agricultura do pais. Além das horticulturas, podem ser encontradas em areas
urbanas, principalmente em terrenos abandonados, lixdes e beira de coérregos e por isso €
considerada também como praga urbana. Esta espécie produz anualmente cerca de 50 a 400
ovos por evento reprodutivo, com taxa de eclosdo e sobrevivéncia de jovens semelhante a B.
similaris. Associada as condi¢des reprodutivas temos a auséncia do predador natural, todos
esses fatores permitem o crescimento descontrolado da populagao.

O controle dessas espécies representa a interrup¢ao do ciclo de vida dos parasitos e a
diminuicdo dos danos causados a agricultura e a malacofauna nativa. O controle de moluscos
terrestres tem sido feito pela catagdo manual, utilizacdo de iscas ou moluscicidas sintéticos.

Os produtos utilizados possuem em sua composicdo quimica a presenga de metaldeido,



substancia toxica também para outros animais incluindo seres humanos. Podendo inclusive
ser responsavel pela contaminacdo de lengois fredticos. Vérias substancias produzidas a partir
do metabolismo secundario de plantas possuem bioatividade e podem ser utilizadas no
controle de varios tipos de pragas, inclusive moluscos. O timol € o mentol sdo exemplos
dessas substancias e apresentaram comprovada atividade ovicida e moluscicida sobre essas
duas espécies, chegando a causar 100% de mortalidade em algumas concentragdes testadas.
Substancias de origem vegetal que sejam eficientes no controle desses animais
representam uma forma eficaz ¢ mais segura na sua utilizacdo, uma vez, que sao menos
toxicas para o ambiente, de baixo custo e biodegradaveis. O estabelecimento de um protocolo
de utilizacdo dessas substancias associadas a outras formas de controle, pode representar o

efetivo controle desses invasores.
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1 INTRODUCAO

Achatina fulica, Bowdich, 1822 e Bradybaena similaris (Férussac, 1821) sdo espécies
de moluscos terrestres exdticas que conseguiram se estabelecer em quase todos os estados
brasileiros (VASCONCELLOS e PILE, 2001; FARACO e LACERDA, 2004). Estas espécies
sdo citadas na literatura como hospedeiros de parasitos de interesse médico-veterinario
(CALDEIRA et al., 2007; THIENGO et al., 2008, PORTO et al., 2012; VALENTE, et al.,
2017), pragas agricolas, pragas urbanas e causadoras de desiquilibrio da malacofauna nativa
(TELES et al., 1997; PAIVA, 1999; VASCONCELLOS e PILE, 2001; TELES e FONTES,
2002; FISHER e COLEY, 2005; COLLEY e FISCHER, 2009).

Além do Brasil 4. fulica se encontra disseminada em vérias regides: Sudeste asiatico
(Tailandia, Vietna, Sumatra, Malasia, Indonésia, Taiwan e Filipinas), China, Ilhas do Pacifico
(Havai, Thaiti, Célebes e outras), Australia, Japao e continente Americano (MALEK e
CHENG, 1974; WILSON, 1991), estando na lista das 100 principais espécies invasoras do
mundo (ALOWE et al., 2004). Segundo Simone (1999), esta espécie invade areas naturais e
compete com os moluscos nativos; espaco e alimento tal fato pode causar a destruicdo da
malacofauna nativa, que fatalmente levara ao desequilibrio ecoldgico. A espécie B. similaris €
originaria da China e atualmente pode ser encontrada do Amapéa ao Rio Grande do Sul e
provoca prejuizos na agricultura em 4areas infestadas (ALMEIDA E BESSA, 2001;
THIENGO et al., 2005).

Existe também a possibilidade desses animais albergarem microorganismos
patogénicos, uma vez que podem ser encontrados em ambientes contaminados, como por
exemplo, lixdes, cemitérios e beiras de corregos (ROCCO et al., 2004; SILVA et al., 2019).
Outro problema que preocupa ¢ que apdés a morte do animal, suas conchas permanecem
expostas no ambiente podendo ocorrer acumulo de 4gua e consequentemente servirem como
criadouro de mosquitos como o Aedes aegypti (Linnaeus, 1762), transmissor da dengue, da
febre Chikungunya e do Zika Virus, acarretando grave problema para satde publica
(COELHO, 2005; CARVALHO e NUNES, 2009). O controle da populacao desses moluscos
representa a interrupcdo do ciclo de vida de alguns parasitos e a diminuicdo dos danos

causados a agricultura e a malacofauna da regido infestada.

A utilizagdo de produtos quimicos industrializados no combate a estes moluscos

provoca graves danos ao ambiente (DELLAMATRICE e MONTEIRO, 2014). A Organizag¢ao
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Mundial de Saude (OMS) (Who, 1983) recomenda a substituicdo dos moluscicidas sintéticos

por principios bioativos extraidos de vegetais.

Trabalhos com moluscos terrestres tem se intensificado e alguns resultados apontam
para utilizagdo de substancias de origem vegetal, que podem contribuir para o controle desses
animais (SOUZA, 2003; NASCIMENTO et al., 2006; AREVOLO et al., 2006; FERREIRA
et al., 2009; 2010; 2011; AFONSO-NETO et al., 2010; SOUZA et al., 2013; SILVA et al.,
2013; SOUZA et al., 2014; SILVA-JUNIOR et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2018). No
entanto, novos estudos ainda sdo necessarios para que um efeito eficaz seja encontrado.
Atualmente, a tentativa de controle de A4. fulica baseia-se apenas na catacdo manual e
posterior incineragdo (COLLEY, 2010; MIRANDA et al., 2012; SILVEIRA et al. 2012).
Outra forma de controle de moluscos terrestres envolve a utilizacdo de iscas contendo
metaldeido, substancia toxica para vertebrados (BARONIO et al., 2014). Porém, tais medidas
nao tém impedido a invasao e proliferagdo desses animais em diversas areas do Brasil e do

mundo.

O timol e o mentol sdo substancias formadas no metabolismo secundario de plantas da
familia Laminaceae. Possuem baixa toxidez para vertebrados e sdo encontrados em varios
produtos de consumo humano. O timol (2[(CH3).CH]) possui comprovada atividade
bactericida e fungicida, além de possuir comprovada atividade antiinflamatoria (BUDAVARI,
1989; OKAZAKI et al., 2002; WICHT et al., 2004). Sua atividade moluscicida foi verificada
sobre Lymnaea acuminata Lamarck, 1811 (SINGH & SINGH, 1997) e Biomphalaria spp.
(BEZERRA et al., 1981). Com relagdo aos moluscos terrestres o timol atuou como
moluscicida e ovicida sobre as espécies B. similaris, Subulina octona (Brugiiiére, 1789) e

Leptinaria unilamellata (d’Orbigny, 1835) (SOUZA, 2003; FERREIRA et al., 2009, 2010).

O mentol CioH200 ¢ encontrado em diversos produtos industrializados de utilizacao
humana como, por exemplo, chicletes, balas, creme dental e xarope. Isso indica sua baixa
toxidez ao ser humano e ao ambiente. Estudos sobre bioatividade do mentol em larvas do
carrapato Boophilus microplus (Canestrini, 1887) mostrou acdo repelente (NOVELINO et al.,

2007), o que pode indicar seu potencial moluscicida.

A falta de medidas eficazes que impecam crescimento populacional descontrolado de
moluscos terrestres invasores, mostram a necessidade da descoberta de novas formas de
controle além da catagdo manual. Por isso, estudos que apontam novas substancias com

potencial moluscicida aliado a outras técnicas representam uma alternativa de controle efetivo.



21

2 CONTROLE DA PRAGA EXOTICA Achatina fulica BOWDICH, 1822
(MOLLUSCA, GASTROPODA)

ABSTRACT

Achatina fulica is a terrestrial snail native to the African continent but currently found in
many countries all over the world. It is considered both an urban and agricultural pest, causing
significant economic losses. Substances extracted from plant have shown effective results in
pest control. Thymol (=5-methyl-2-isopropyl-1-phenol) is a substance obtained from the oil of
species of the Laminaceae family. It is used in oral microbicide products, acting both as
bactericide and fungicide. The aim of this work was to evaluate the molluscicidal activity of
thymol on adults and 30-dayoldjuveniles of A. fulica in bioassays. Nine hundred sixty adults
and 960 juvenile snails. Thirty concentrations, between 80 and 0.01g / L, were tested. Thymol
acted as a molluscicide on A. fulica adults and juveniles at concentrations of 80 to 30g/L
causing 100% mortality. No deaths were recorded for the control group. These results
contribute to the control of this gastropod in highly infested areas, including in association
with other control techniques. Since this is a difficult pest to control and even at present there

is no effective control pest.

Key words: vegetable molluscicide, snail-terrestrial, molluscicide substance.

2.1 INTRODUCAO

Achatina fulica Bowdich, 1822 é um molusco terrestre nativo da Africa Oriental e
Central (RAO e SINGH, 2000), esta entre as 100 principais pragas do mundo (ALOWE et al.,
2007). E chamado de gigante africano devido as dimensdes corporais que pode atingir, 20cm
de comprimento. Atualmente esta espécie encontra-se disseminada em vdrios paises do
mundo especialmente no Sudeste Asiatico (Tailandia, Vietnd, Sumatra, Indonésia, Taiwan e
Filipinas), China, Ilhas do Pacifico (Havai, Taiti, Celebes), Australia, Japao e Américas
(WILSON, 1991; MALEK e CHENG, 1974). No Brasil ¢ considerada praga em quase todo o
territério nacional sendo encontrada em 23 estados brasileiros (VASCONCELLOS e PILE,
2001; FARACO e LACERDA, 2004; ZANOL et al., 2010). Também ¢ citada na literatura
como hospedeira de parasitos (CALDEIRA et al., 2007; THIENGO et al., 2008; PORTO et al.,
2012; THIENGO et al., 2013; SANTOS e OLIVEIRA, 2019), praga agricola e urbana, que
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causa danos a malacofauna nativa (TELES et al., 1997; PAIVA, 1999; VASCONCELLOS e
PILE, 2001; FISCHER ¢ COLLEY, 2005; COLLEY e FISCHER, 2009; SARMA et al., 2015)
e, portanto, grandes prejuizos econdmicos e ambientais.

Além disso, estes moluscos podem hospedar microorganismos patogénicos, uma
vez que normalmente sdo encontrados em ambientes contaminados, como corregos, lixdes,
cemitérios e bordas de riachos poluidos (SILVA, et al., 2019). Outro problema ¢ a presenca de
suas conchas expostas no ambiente. Em caso de acimulo de agua, servem como criadouros do
mosquito Aedes aegypti, transmissor da dengue, Chikungunya e Zika Virus, causando sérios
problemas de saude publica (COELHO, 2005; CARVALHO e NUNES, 2009; ANDREAZZI
etal., 2017).

O controle desses animais em areas infestadas representa a redugdo dos danos
causados a agricultura, ao meio ambiente e a malacofauna nativa. No entanto, o uso de
produtos quimicos sintéticos pode causar poluicdo grave ao ambiente, uma vez que 0s
produtos utilizados s3o altamente téxicos, podendo contaminar as aguas superficiais € os
lengdis freaticos (DELLAMATRICE e MONTEIRO, 2014). Além disso, esses produtos siao
caros e ineficazes no controle desses animais. As atuais tentativas sdo baseadas
principalmente na coleta manual seguida de incineragdo (EDUVIRGEM e FERREIRA, 2019).
No entanto, essas medidas ndo impediram que esses animais invadissem e se espalhassem
incontrolavelmente em diferentes areas do pais e do mundo. Diante disso, aumentam as
buscas por substancias extraidas de plantas que sejam, menos toxicas, biodegradavel, seletivas,
eficazes, mais baratas e de fécil aplicacdo (VASCONCELOS, 2000; FERREIRA et al., 2009;
SILVA et al., 2012; SOUZA et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2018; SILVA-JUNIOR et al.,
2018).

Substancias produzidas pelo metabolismo secundéario de algumas espécies de
plantas possuem varias atividades biocidas que podem ser usadas para controlar moluscos
(SILVA et al., 2012, SOUZA et al., 2013; SOUZA et al., 2014; NASCIMENTO et al. 2018).
O timol (= 5-metil-2-isopropil-1-fenol) ¢ um monoterpendide obtido a partir do o6leo de
espécies de Laminaceae, como Monarda punctata L. (horteld), Thymus vulgaris L. (tomilho)
e Thymus persicus L. O timol atuou como agente moluscicida e ovicida nas espécies
Bradybaena similaris (Férussac, 1821), Subulina octona (Brugiicre, 1879), e Leptinaria
unilamellata (d’Orbigny, 1835), (SOUZA, 2003; FERREIRA, 2005).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade moluscicida do timol+DMSO em
moluscos jovens e adultos de 4. fulica por meio de bioensaios em condigdes de laboratorio e,

a partir disso, gerar subsidios e estabelecer protocolos de aplicagdo em campo.
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2.2 MATERIAL E METODOS

Bioensaios

Os testes foram realizados no Laboratorio de Pos-Graduagdo Artropodes Parasitos, da
Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil. Os moluscos adultos foram
coletados em trés bairros (Santa Luzia, Joquei Clube e Bairro de Lurdes) da cidade de Juiz de
Fora, aclimatados as condi¢des laboratoriais por 72 horas a 25-27°C. Foram utilizados 527
moluscos adultos, com diametro de concha de 6,1-10,5cm e 527 moluscos com 30 dias de
idade com diametro de concha de 1,8-2,4cm, que foram obtidos a partir de uma matriz

estabelecida no laboratério (FIG. 01 A, B, C, D, E, F).

Figura 01 — Coleta e criagdo moluscos utilizados no experimento. A - Local da coleta; B- Achatina
fulica no solo na area de coleta; C- Moluscos adultos coletados; D - Copula entre os individuos; E-
Ovos no utero de A. fulica; F -Estabelecimento da matriz no laboratorio de Artropodes Parasitos da

Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais, sudeste do Brasil, 2017.

Fonte: Arquivo Pessoal, 2017 Fonte: Arquivo Pessoal, 2017



24

.,-_)/"';a-Q e
S

P

Fonte: Arquivo Pessoal, 2017 Fonte: Arquivo Pessoal, 2017

As concentragdes de timol+DMSO utilizadas nos testes foram 80g/L, 75g/L, 70g/L,
65g/L, 60g/L, 50g/L, 40g/L, 30g/L, 20g/L, 10g/L, 9¢g/L, 8g/L, 7g/L, 6g/L, 5g/L, 4g/L, 3g/L,
2g/L, 1g/L, 0.9g/L, 0.8g/L, 0.7g/L 0.6 g/L, 0.5 g/L, 0.4 g/L, 0.3 g/L., 0.2 g/L, 0.1 g/L, 0.02g/L.
e 0.01g/L. Para emulsificacio do timol P.A (Synth®) (FIG. 02), insolivel em agua , foi
utilizado dimetilsulfoxido (Isofar®) (DMSO) a 1%, com 4gua destilada aquecida a 60°C.
Foram estabelecidos dois grupos controle, o primeiro com agua destilada e DMSO a 1% e o

segundo apenas com agua destilada (FERREIRA et al., 2011).

Figura 02- Estrutura molecular do Timol.

CHs

OH

HsC”~ “CHs

Fonte: https://www.researchgate.net/figure/Figura-1-Estrutura-de-timol-e-carvacrol_figl 259971943

Para cada concentracao, foram utilizados 18 moluscos jovens e adultos, distribuidos
em grupos de trés e colocados em terrarios de 20cm x 10cm contendo 7cm de terra vegetal
previamente esterilizado (120°C/1h) (FIG. 03). Cada terrario foi pulverizado com 30mL de
cada uma das concentragdes de timol+DMSO, de acordo com o tratamento para cada grupo.
Os moluscos foram mantidos no terrario por 24 horas, ap6s este periodo foram removidos e
observados sob microscopio estereoscopico para confirmar a morte. A mortalidade foi

observada até 72 horas apds a exposi¢ao.
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Figura 03 — A - Teste com Achatina fulica adultas. B -Teste com Achatina fulica 30 dias de idade,
obtidos da matriz estabelecida no Laboratorio de artropodes e Parasitos da Universidade Federal de

Juiz de Fora, Minas Gerais, sudeste do Brasil.

Fonte: Arquivo pessoal, 2017 Fonte: Arquivo pessoal, 2017

Determinacao das concentragdes letais (CLoo) e sub-letais (CLso)

Para determinar o CLsp € 0 CLgo, um modelo estatistico foi construido com base na
correlagdo de amostras entre concentragdo e mortalidade/eclosdo. A partir dai, foi possivel
estimar e prever as doses sub-letais de CLso e LCoo

Novos ensaios foram realizados com 30 individuos adultos e 30 jovens (com 30 dias
de idade), os quais foram expostos as concentragdes por 24 horas. Apos esse periodo, os
individuos foram observados por 90 dias para registrar eventos de sobrevida e oviposi¢ao. As
observagdes foram realizadas a cada trés dias, quando era realizada a manuteng¢do de terrarios
(troca de alimentos e umidificacdo). A temperatura e a umidade relativa do ar foram

registradas com um termo-higrometro.
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Para analise estatistica foi utilizada a analise de varidncia, Bioestat versdo 5.3,
(ANOVA, p<0,05), seguida pelos testes de Tukey-Kramer e Bonferroni. Para investigar a
relacdo entre concentragdo e mortalidade, foi utilizado o indice de correlagdo de Pearson.

Todas as estatisticas foram consideradas significativas com um nivel de a = 5%.

2.3 RESULTADOS

Ensaios de bioatividade

O timol causou 100% de mortalidade em moluscos adultos de A. fulica nas
concentragdes de 80 a 30g/L (p <0,05). Os moluscos ndo apresentaram nenhum tipo de
mobilidade apdés 20 minutos da aplicagdo. Nao foi encontrada mortalidade nos grupos
controle (Tabela 1). A mortalidade nas concentragdes de 20 a 6g/L também diferiu do grupo
controle (p = 0,01). O coeficiente de Pearson mostrou correlagdo positiva entre as
concentragdes testadas e a mortalidade (r = 0,725; p = 0,01). Nos individuos jovens, o timol
causou 100% de mortalidade em concentracdes de 80 a 5g/L (p = 0,01). O coeficiente de

Pearson apresentou fraca correlagdo positiva (r = 0,376; p = 0,04) (Tabela 01).
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Tabela 01- Mortalidade (%) de adultos e jovens de 30 dias de idade de Achatina fulica tratadas com

timol+DMSO em diferentes concentragdes (g/L), em condi¢des de laboratoério.

Tratamento com timol+DMSO 1% Adultos Jovens de 30 dias de idade
(g/L) (% mortalidade) (% mortalidade)
80g/L 100.00? 100.00*
75g/L. 100.00? 100.00?
70g/L 100.00? 100.00?
65g/L 100.00* 100.00?
60g/L 100.00* 100.00?
50g/L 100.002 100.00?
40g/L 100.00* 100.00?
30g/L 100.00? 100.00*
20g/L 96.332 100.00#
10g/L 96.332 100.00#
9g/L 86.66* 100.00#
8g/L 80.00? 100.00?
7g/L 83.332 100.00?
6g/L 80.00? 100.00?
5g/L 53.33b 100.00?
4g/L 50.00° 93.66°
3g/L 43.33b 96.66
2g/L 36.66° 93.66*
1g/L 06.66° 90.00?
0.9¢g/L. 00.00¢ 90.00*
0.8g/L 00.00¢ 86.66*
0.7g/L 00.00¢ 90.00?
0.6g/L 00.00° 86.00?
0.5g/L. 00.00¢ 86.00?
0.4g/L 00.00¢ 76.66°
0.3g/L 00.00¢ 73.33°
0.2g/L 00.00¢ 73.33P
0.1g/L 00.00¢ 00.00°¢

0.02g/L 00.00° 00.00¢

0.01g/LL 00.00° 00.00¢

Controle (agua destilada) 00.00° 00.00°¢
Controle (destilada+DMSO 1%) 00.00° 00.00°¢

Valores com letras diferentes sdo significativamente diferentes.

Determinacao das concentragdes letais (CLoo) e sub-letais (CLso)
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A CLgo de timol encontrada para adultos de A. fulica foi de 33g/L e o CLso foi de 3g/L.
Para os moluscos jovens com 30 dias de idade, a CL9o encontrada foi de 4,52 g/L e a CLs foi
de 0,05 g/L (FIG. 04; 05).

Figura 04. Curva resposta do tratamento de adultos de Achatina fulica com diferentes concentragdes
de timol+DMSO.
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Figure 05. Curva resposta do tratamento de jovens de 30 dias de idade de Achatina fulica,
diferentes concentracdes de timol+DMSO.
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No final do experimento (90 dias), nenhuma oviposi¢do foi registrada nos grupos
tratados com as concentragdes de timol (CLso ou LCop). Ao longo do experimento foi
registrada a morte de 16 animais que foram tratados com a CLso. De todos os animais
expostos ao CL90, apenas um sobreviveu até o final do experimento. Nenhuma mortalidade
foi verificada nos grupos controle. No grupo controle tratado com agua destilada, foram

encontrados 215 ovos no terrario, com uma taxa de eclosdo de 82% de jovens. No grupo
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controle tratado com agua mais 1% de DMSO, o niimero de ovos encontrados foi 232, com
uma taxa de eclosdo de 87%.

Durante a aplicagdo do timol, os moluscos liberaram uma grande quantidade de uma
substancia viscosa, provavelmente vinda da producdo excessiva de muco e liberagdo da
hemolinfa, causada pela ruptura celular. Essa resposta foi verificada em todas as

concentragdes testadas (FIG. 06).

Figure 06. Liberagcdo de substancia viscosa por Achatina fulica apos aplicacao do timol. A-
Substancia liberada imediatamente apds a aplicacdo; B- Animal morto apds 20 minutos da

aplica¢do da concentragdo de 20g/L.

Fonte: Arquivo Pessoal, 2018 Fonte: Arquivo Pessoal, 2018

2.4 DISCUSSAO

O timol atuou como um moluscicida eficaz no controle de A. fulica a partir da
concentracao de 30g /L, a mortalidade verificada em jovens e adultos comprova sua eficiéncia

e possivel utilizagdo em areas infestadas. Também possui vantagem sobre outras substancias
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por apresentar baixa toxidez em vertebrados (BUDAVARI, 1989; ZAURA-ARITE ¢ TEM
CATE, 2000).

E uma substincia comumente encontrada em produtos utilizados dia a dia no combate
a microrganismos da boca, atuando como bactericida e fungicida. Também ¢ utilizado no
tratamento da candidiase em concentracdes de 3% (30gmL), possui atividade anti-
inflamatoria eficaz (OKAZAKI et al., 2002; BUDAVARI, 1989; WICHT et al., 2004). Além
disso, ¢ uma substancia biodegradavel, de baixo custo e menos téxica ao meio ambiente
(MUSTAFA, 2018). Miranda et al. (2012) testaram o extrato aquoso de Morus rubra L. sobre
adultos desta espécie. Porém, nao houve atividade moluscicida. O Potencial biocida do extrato
aquoso de Ruta graveolens L. (Rutaceae), Baccharis dracunculifolia DC (Asteraceae) e
Arnica chamissonis Less (Asteraceae), também foram avaliados e mais uma vez, nenhum
resultado moluscicida encontrado (MORAES et al., 2014). Vieira et al. (2016) testaram o
extrato aquoso de quatro espécies de plantas (Bacharis dracunculifolia DC.), amora (Morus
rubra L.), tiririca (Cyperus rotundus L.), leiteira (Euphorbia heterophylla L.) e cravo-da-india
(Sygygium aromaticum (L.) , esses autores utilizaram concentragdes de até¢ 100% e apenas o
extrato de E. heterophylla apresentou 50% de mortalidade. Sell et al. (2018) testaram o
extrato aquoso de Cymbopogon citratus (DC) Stapf. sobre individuos adultos de A. fulica,
nenhuma atividade moluscicida foi verificada.

No entanto, ainda existem poucos estudos sobre o efeito do timol em moluscos
terrestres. Aqui, destacamos os resultados encontrados por Souza (2003), que verificou
atividade moluscicida do timol nos gastropodes adultos terrestres B. similaris, S. octona e
Ferreira et al., (2009, 2010, 2011), que verificaram a ocorréncia da atividade moluscicida e
ovicida desta substancia em ovos e jovens de 10 e 30 dias de idade para as mesmas espécies,
resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho. A eficdcia do timol em moluscos
jovens o torna um moluscicida ainda mais promissor, uma vez que os moluscos jovens sao
relatados na literatura como resistentes aos moluscicidas, exigindo concentragdes muito mais
altas dos produtos (SOUSA et al., 1987). Desta forma, o timol ¢ uma substincia que pode
atuar efetivamente em todas fases de desenvolvimento deste molusco.

A liberagdo da substancia viscosa verificada durante a aplicagdo das concentragdes
testadas estd relacionada a intensa producdo de muco, o que indica uma tentativa de
minimizar os efeitos do timol no organismo, criando uma barreira protetora evitando o
contato direto com o produto. Também pode ter havido liberacdo de hemolinfa devido aos
danos causados nos tecidos. Silva et al., (2012) também observaram forte produ¢do de muco

em S. octona quando em contato com a substancia moluscicida utilizada.
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A diminui¢do da fecundidade verificada neste experimento também foi registrada para
individuos de B. similaris sobreviventes ao tratamento com timol (FERREIRA et al., 2010), o
mesmo sendo observado por Rao e Singh (2000) para A. fulica tratado com doses subletais de
extratos vegetais contendo timol. Esse efeito pode estar relacionado as alteracdes fisioldgicas
na metabolizac¢ao da glicose e glicogénio na hemolinfa, o que causa uma diminui¢do nas taxas
de reproducdo desses moluscos, conforme afirma Silva et al. (2012) que utilizou o extrato
aquoso de Solanum paniculatum L. (Solanaceae) e Solanum Ilycocarpum A.St.-Hil.
(Solanaceae) em B. similaris.

Alteragdes fisiologicas associadas a danos celulares causados por moluscicidas
vegetais podem contribuir para uma menor disponibilidade de recursos energéticos para a
reproducdo. Yousef et al. (2013) relataram a destruicdo de células da glandula digestiva de
duas espécies de moluscos tratados com extratos vegetais de Ziziphusspina-cristi (L.) Willd.
[ (Rhamnaceae), Maritima ambrosia L. (Asteraceae) e Euphorbia splendens var. hislopii
N.E.B. (Euphorbiaceae). Da mesma forma, Kela e Bowen (1995) observaram necrose nas
células secretoras da glandula digestiva de Lymnaea stagnalis (Linnaeus, 1758) tratada com
extrato de microcarpo de Detarium (Fabaceae). Esses autores também encontraram menor
atividade da enzima ATPase ¢ uma diminui¢do resultante na produg¢dao de ATP, significando
menores quantidades de energia disponivel, interferindo diretamente nos eventos reprodutivos.
Mustafa (2018) encontrou lesdes na glandula digestiva Limax maximus (Linnaeus, 1758) apds
o tratamento com timol CLso, 0 que pode explicar os resultados encontrados no presente
trabalho.

O uso de produtos quimicos industriais, contendo substancias toxicas como
metaldeido, representa uma séria ameaca ambiental, pois essas substincias sdo altamente
toxicas para vertebrados e podem contaminar os lengdis freaticos. Além disso, esses produtos
geralmente sdo caros, inespecificos e por isso, ineficazes para controlar a praga alvo. Para
controle dos moluscos terrestres, os moluscicidas sdo usados na forma de iscas, que além de
caros e toxicos para outros animais da biota terrestre, podem conter metais pesados.
Atualmente, o moluscicida mais popular para controlar os caracdis aquaticos € o Bayluscide®,
que ¢ extremamente toxico para peixes e outros vertebrados (STURROCK, 1995).

Por outro lado, os produtos derivados de plantas sao facilmente obtidos, sdo baratos,
biodegradaveis e menos toxicos, representando uma alternativa eficaz para o controle desses

moluscos.
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O conjunto de resultados encontrados neste estudo, juntamente com os baixos custos e
riscos ambientais, mostra que o timol ¢ uma substancia promissora para ser utilizada em

programas de controle de 4. fulica em éareas densamente infestadas.

2.5 CONCLUSAO

O timol atuou como um moluscicida eficaz em moluscos de 30 dias e moluscos
adultos da espécie A. fulica, podendo indicar uma forma alternativa de controle desta

espécie em areas infestadas.
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3 UTILIZACAO DO MENTOL NO CONTROLE DA ESPECIE EXOTICA
Bradybaena similaris (FERUSSAC, 1821) (MOLLUSCA: BRADYBAENIDAE)

ABSTRACT

Bradybaena similaris is an exotic snail originating in China that is now scattered throughout
the world. It is considered an agricultural pest because it is a generalist herbivore that feeds on
plants for human consumption. It can also act as an intermediate helminth host and as a vector
of microorganisms. The use of plant molluscicides has been studied to control this pest, since
they harm the environment less. The present work aimed to evaluate the molluscicidal and
ovicidal activity of menthol on adults, juveniles and eggs of B. similaris. The concentrations
used for the evaluation were 0.1 g/L, 1 g/L,25¢g/L,3¢g/L,5g/L,10g/L,20g/L and
50 g / L. The experiment was organized in randomized blocks with 6 repetitions. The
parameters used were 24-hour, 90-hour and 90-day adult and juvenile mortality, and for
ovicidal activity, hatching follow-up after 30 days. Menthol acted as a molluscicide on 10-day
old adults and an ovicide on B. similaris eggs, with promise as a new way to control this snail

species.

Key words: Bioactivity. Agricultural pest. Pest control. Molluscicide. Plant molluscicide.

3.1 INTRODUCAO

Bradybaena similaris (Ferussac, 1821) ¢ um molusco exoético originario da China, de
habito alimentar herbivoro generalista. Considerado praga agricola, pois, em periodos de
atividade ¢ capaz de devastar culturas de hortalicas e plantas ornamentais (ARAUJO, 1989;
LEAHY 1980; 1984; BRUSCHI-FIGEIRO e VEITENHEIMER-MENDES, 2002). Pode atuar
como hospedeiro intermedidrio dos nematoddeos Postharmostomum gallinum Witenberg, 1923,
parasito de galinaceos (AMANTO e BEZERRA, 1989), Eurytrema coelomaticum Giard &
Billet, 1882 (PINHEIRO e AMATO, 1995), Angiostrongylus costaricensis Morera & Céspedes,
1971 e Angiostrongylus cantonensis sendo os dois ultimos,  parasitos do homem,

causadores da meningoencefalite eosinofilica e angiostrongiliase abdominal (JAUME et al.,
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1981; RAMBO et al., 1997; CALDEIRA et al., 2007, WANG et al., 2012; ESPIRITO-
SANTO etal., 2013)

Esta espécie possui a capacidade de repovoar rapidamente o ambiente e apresenta
resisténcia as variagdes ambientais, dificultando assim o seu controle (LEAHY, 1984). No
Brasil sua ocorréncia abrange do Amapa ao Rio Grande do Sul (ALMEIDA e BESSA, 2001;
THIENGO et al., 2008). Os principais problemas associados ao controle efetivo desta praga
estdo relacionados a sua capacidade de reproducdo, taxa de eclosdo de jovens e sobrevivéncia
em torno de 80% (LEAHY, 1980).

Para controle de moluscos terrestres ndo existe um produto especifico, especialmente
moluscicidas de origem vegetal. O uso de produtos quimicos sintéticos no controle desses
animais possui custo elevado e trazem danos a fauna e a flora por apresentarem toxidez
elevada, uma vez que possuem metaldeido (BARONIO, et al., 2014). A busca por substancias
biomoluscicidas de origem vegetal que possuam como caracteristica a seletividade, sejam
biodegradaveis e que possam ser utilizadas de forma padronizada representa uma alternativa
segura de controle (FERREIRA et al. 2009, 2010, 2011; CANTANHEDE et al., 2010; SILVA
et al., 2012; SOUZA et al., 2014, SOUZA, et al., 2013; JUNIOR et al., 2018; NASCIMENTO,
et al, 2018).

O mentol (CioH200) ¢ um monoterpeno derivado do metabolismo secundério de
diferentes espécies vegetais. E encontrado em plantas do género Mentha como, por exemplo,
Mentha viridis (L.) e Mentha villosa Huds. (Lamiacea). Esta substancia possui propriedades
descritas na literatura como anestésicas (FACANHA et. al. 2005; SIMOES, 2009), anti-
inflamatorias e antivirais (LORENZO et al., 2002) e repelente para carrapatos da espécie
Ripicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1987) (NOVELINO et al., 2007).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade ovicida e moluscicida do mentol sobre

moluscos adultos, jovens de 10 dias e ovos de B. similaris em condi¢des de laboratorio.

3.2 MATERIAL E METODOS

Exemplares de B. similaris foram coletados em uma horticultura situada no bairro
Valadares, Juiz de Fora, Minas Gerais (210 45° 51°°, 430 21’ 01° W) Foi estabelecida uma
matriz para obtencdo de ovos e jovens de 10 dias de idade (FIG. 07 A, B, C).
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Figura 07- Coleta de Bradybaena similaris, no bairro Valadares, Municipio de Juiz de Fora, Minas
Gerais, Sudeste do Brasil, 20178. A - Local da coleta; B- B. similaris no solo na area de coleta; C —

Ovos obtidos na matriz para realizagdo dos testes ovicidas.

Fonte: Arquivo Pessoal, 2018 Fonte: Arquivo Pessoal, 2018

O experimento foi montado em delineamento casualisados com seis repeticdes para
cada concentracao testada. Foram utilizados 330 moluscos adultos e 330 jovens de 10 dias de
idade, com cinco individuos em cada repeti¢cao, e 660 ovos, com 10 ovos em cada repeticao.
Os animais foram distribuidos em terrarios de propiletileno que continham terra vegetal
previamente esterilizada a 120°C durante uma hora. Para a alimentacdo dos moluscos foi
utilizada ragdo para aves em crescimento acrescida de carbonato de calcio na propor¢ao de
3:1, (BESSA e ARAUJO, 1995). A troca da alimentacio e a umidificacdo dos terrarios foram
realizadas a cada trés dias durante 90 dias (FIG. 08).
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Figura 08 — Moluscos distribuidos nos terrarios, com seis repeti¢des para cada concentragdo de timol
testada. Laboratdrio de Artropodes Parasitos, Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais,

sudeste do Brasil.

Arquivo Pessoal, 2018. Arquivo Pessoal, 2018.

Para preparacao das concentracdes o mentol P.A (Synth®) (FIG. 09) foi dissolvido em
agua destilada aquecida a 60°C acrescida de dimetilsulfoxido P. A (Isofar®) (DMSO) a 1%
nas concentracdes 0.1g/L, 1g/L, 2.5g/L, 3g/L, 5g/L, 10g/L, 20g/L e 50g/L (Ferreira et al.,
2011).

Figura 09 — Estrutura quimica do Mentol.

Menthol

§.C 1,

HO

£ C1OH200

Fonte: https:/br.depositphotos.com/81499074/stock-illustration-menthol-natural-and-synthetic-substance.html

Foram montados dois experimentos para verificagdo das diferentes atividades:
Experimento I — Com Cinco individuos em cada repeticao testada avaliou a atividade
moluscicida do mentol sobre adultos e jovens de 10 dias de idade de B. similaris. Foi feita a
aspersao das solugdes dentro dos terrdrios com os animais, que permaneceram em contato

com substincia durante 24h. Apos este periodo os sobreviventes foram retirados e colocados
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em outros terrarios ¢ observados por 48 e 72 horas, para verificacdo da resposta aguda do
contato com o mentol. Os moluscos foram acompanhados durante 90 dias, a cada trés dias
foram feitas a verificagdo da mortalidade e a troca da alimentacdo, para verificagdo de um
possivel efeito residual e também para observacao da reproducdo. Os grupos controles
receberam 4gua destilada e DMSO a 1% e o segundo controle apenas dgua destilada.

Experimento II - avaliou a mortalidade de ovos tratados com mentol. Foram utilizadas
seis repeti¢cdes, para cada concentragdo testada, com 10 ovos em cada repeti¢do. As solugdes
foram aspersas dentro dos terrarios € os ovos permaneceram em contato com a substancia
durante todo o experimento. A observacao da mortalidade dos ovos, para verificagdo da
possivel eclosdo de jovens, foi feita durante 30 dias. Durante todo o experimento foram
registradas as temperaturas maxima, minima e umidade relativa do ar.

Para andlise estatistica foi utilizada a analise de variancia (ANOVA, p<0,05), seguida
pelos testes de Tukey-Kramer e Bonferroni. Para investigar a relagdo entre concentragao e
mortalidade, foi utilizado o indice de correlacdo de Pearson. Todas as analises estatisticas

foram consideradas significativas com um nivel de o = 5%.

3.3 RESULTADOS

O mentol apresentou atividade biomoluscicida nas concentracdes testadas, verificadas
apos 24 horas, sobre adultos e jovens de 10 dias de B. similaris (FIG. 10). Para os adultos o
Teste Anova mostrou ser significativa a diferenga entre as médias de mortalidade (p=0,0001).
O teste Tukey-kramer (p=0,01) mostrou ser significativa a diferenca de mortalidade dos
tratamentos 2.5g/L, 3g/L, 5g/L, 10g/L, 20g/L e 50g/L em relacdo ao controle. A mortalidade
de adultos de B. similaris para os tratamentos 0.1 e 1g/L nao foi significativa em relagdo ao

controle.
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Figura 10 - Bradybaena similaris morta 24 horas apos aplicacdo do mentol com a massa cefalopodal

exposta.

Arquivo pessoal, 2018.

Ap6s 72 horas da aplicacdo do mentol a mortalidade dos adultos foi novamente
verificada. As médias de mortalidade dos individuos expostos ao mentol mostraram ser
significativas (Anova, p=0,0001). O teste Tukey-kramer (p=0,01) mostrou ser significativa a
diferenga entre o controle e os tratamentos 0.1g/L, 1g/L, 2.5g/L, 3g/L, 5g/L, 10g/L, 20g/L e
50 g/L (Tabela 02).

A verificacdo das médias de mortalidade ao longo de 90 dias apo6s a aplicacdo do
mentol também apresentou resultados significativos (p=0,0001). O teste Tukey-kramer
(p=0,01) mostrou ser significativa a diferenca entre as médias de mortalidade entre os grupos

controle e os tratamentos 3g/L, 5g/L, 10g/L, 20g/L e 50g/L.
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Tabela 02 — Mortalidade (%) de adultos de Bradybaena similaris submetidas a diferentes

concentragdes de mentol P. A+DMSO, no periodo de 24 e 72 horas e ao longo de 90 dias em

condi¢des de laboratdrio.

Individuos Adultos
24 horas 72 horas 90dias
Tratamento Mortalidade Mortalidade Mortalidade
X +SD % X+ SD % X+ SD %

Agua destilada+DMSO 1% 0+£0? 0 0+ 02 0 0.47+ 0,52 46,66
Agua destilada 0+£0? 0 0+ 02 0 0.48+ 0,52 47,00
0,1g/LL 0.1+0,3° 10 0.33£ 0,49  36.66 0.5+ 0,5? 50.00
1g/L 0.07+ 0,252 6.67 0.3+0,47° 30.00 0.53+ 0,52 53.33
2,5g/LL 0.43+0,5° 4333 0.6 +0,5b 60.00 0.67+ 0,52 66.66
3g/L 0.53+0,5 53.33 0.77+£0,43°  76.66 0.77+0,43%  76.66
5g/L 0.77 £0,43%4  76.67 0.9+0,3¢ 90.00 0.93+ 0,25 93,33
10g/L 0.77 £0,43%4 76.67 0,8 + 0,4 80.00 0.87+ 0,34  86.66
20g/L 0.90 £ 0,309 90.00 0.97+0,18¢  96.66 0,97+0,18b¢ 96.66
50g/L 0.87+0,349 86.67 0.93+0,25¢ 93.33 1+0°¢ 100

*Valores com letras diferentes sdo significativamente diferentes.

A CLo verificada para os adultos foi de 19.94g/L e a CLso de 2.6g/L. A curva dose-

resposta foi utilizada para célculo das CLg € CL5o (FIG. 11).

No presente trabalho, foi verificado aumento de mortalidade de B. similaris

submetidas a diferentes concentragdes do mentol durante as primeiras 24 e 72 horas. A morte

dos moluscos até 72 horas apds o contato com a substancia mostra que os danos causados ao

animal podem aparecer ao longo desse periodo levando a sua morte.

Figura 11- Curva dose- resposta de mortalidade de adultos de Bradybaena similaris submetidos a

diferentes concentragdes do mentol no periodo de 24 horas em condigdes de laboratorio.
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No grupo controle, foi registrada uma porcentagem de 46,66% de mortalidade ao final
do experimento, que pode ser justificado pela alta taxa de oviposi¢ao (5.787 ovos) realizada
pelos animais deste grupo.

Para os jovens de 10 dias de idade o mentol atuou como biomoluscicida apresentando
100% de mortalidade nas primeiras 24 horas para todos os tratamentos.

O mentol também apresentou atividade ovicida impedindo a eclosdo de jovens de B.
similaris tratados com diferentes concentragdes. As concentracdes 10, 20 e 50 g/L
apresentaram 100% de letalidade para os ovos. O teste ANOVA mostrou ser significativa a
diferenga entre as médias de eclosdo dos grupos tratados e os grupos controle (p =0,0001). O
teste de Tukey-Kramer (p = 0,0001) mostrou ser significativa a diferenca entre as médias dos
grupos controle e entre os tratamentos 0.1 g/L, 1 g/L, 2.5 g/L, 3 g/L, 5 g/L, 10 g/L, 20g/L e 50
g/L (Tabela 03).

A temperatura média durante o experimento foi de 25.5° C e a média da umidade

relativa do ar registrada foi de 75%.

Tabela 03 — Eclosdo de jovens de ovos de Bradybaena similaris submetidos a diferentes

concentra¢des do mentol P. A+DMSO em condic¢des de laboratério.

Concentracao Sobrevivéncia Eclosao
X + SD (%)
Agua destilada+DMSO 1% 0.9 +0,30° 80
Agua destilada 0.9£0,30° 92
0,1 g/L 0.3+ 0,46 30
1g/L 0.25 + 0,44° 25
2,5 g/L 0.15+0,36° 15
3 g/L 0.23+0,43% 23
5g/L 0.15+0,36° 15
10 g/L 0+0°
20 g/L 0+0°
50 g/L 0+0°

Valores com letras diferentes sdo significativamente diferentes.

3.4 DISCUSSAO

Diversos pesquisadores tem se dedicado a testar a acdo biomoluscicida de metabolitos
secundarios de plantas, como principios bioativos, para empregar no controle de moluscos

que se tornam pragas ou podem atuar como potenciais transmissores de doencas. O uso
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dessas substancias associado a outros métodos pode representar uma forma eficaz de controle,
principalmente se possuir baixo custo e causarem menos danos ao ambiente (SOUZA, 2003;
NASCIMENTO et. al., 2006; NASCIMENTO, 2008; FERREIRA et. al., 2009; 2010; 2011;
AFONSO-NETO et al., 2010, MIRANDA et. al., 2012; SILVA et al., 2012; SOUZA, 2014).
A descoberta de uma substancia que seja eficaz, biodegradavel, seletiva, de baixo custo e que
seja de facil manipulagdo para populagdo, associados a protocolos de utilizagdo, pode
representar uma forma segura para o controle de moluscos terrestres, principalmente em areas
de grande infestagao.

De acordo Souza (2014) uma substincia moluscicida que causa aumento da
mortalidade de acordo com o aumento da concentracdo pode ser considerada um potencial
moluscicida. O controle de desses animais nem sempre ¢ realizado com sucesso, devido a
capacidade de se esquivarem, se dispersarem e se enterrarem no substrato (SILVA et al.,
2013). O recolhimento da massa cefalopodal, o deslocamento vertical e o enterramento,
representam comportamentos de sobrevivéncia muito importantes, pois possibilitam a esses
animais o retorno e repovoamento do local tratado.

Para moluscos terrestres sdo indicadas concentracdes letais eletivas de 100g/L (10%),
por estes moluscos possuirem o comportamento de fuga, permitindo que se desloquem para
regides com concentracdo mais baixas da substancia, diminuindo assim a eficiéncia do
controle (SILVA et al., 2012). O comportamento de fuga foi registrado por Nascimento et al.
(2006) com B. similaris tratadas com extrato aquoso de Allamanda catartica L. (Apocyaceae),
e formacgao posterior do epifragma. Nascimento et al., (2018) registraram o comportamento de
fuga para Subulina octona (Bruguére, 1789) submetidas a tratamentos com Furcrea foetica
(L.) Haw. (Agavaceae) e Silva et al. (2012) registrou o comportamento de deslocamento
vertical de B. similaris e S. octona tratadas com extrato aquoso de folhas de Solanum
paniculatum (L.) (Solanaceae). Por isso, ¢ importante que a substancia utilizada cause a morte
do molusco no menor nimero de horas possivel ou provoque danos fisiologicos capazes de
promover a sua morbidade para ndo permitir que ele se afaste do local da aplicagdo e consiga
povoar outras areas. Gusmao et al. (2018) verificaram a atividade moluscicida do extrato
aquoso de Agave americana L. (Asparagaceae) em individuos adultos de B. similaris nas
concentracgoes de 1%, 0,5% e 0,25%.

O mentol apresentou a 50g/L, 100% de mortalidade para individuos adultos de B.
similaris e a 0.1g/L causou a morte de todos os jovens de 10 dias de idade, o que mostra a

eficacia dessa substancia como biomoluscicida.
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Neste experimento nao houve registro de comportamento de fuga. Porém, no momento
da aplicacdo, foi verificada a retracdo da massa cefalopodal dos individuos adultos
submetidos as diferentes concentragdes do mentol. De acordo com Mccullought et al. (1980) a
retracdo ou proje¢do da massa cefalopodal estd ligado a quebra do equilibrio osmético
provocada por substancias moluscicidas. Silva (2012) verificou que os individuos mortos de B.
simlaris, Subulina octona (Brugiiere, 1879) e Leptinaria unilamellata (d'Orbigny, 1835)
tratados com extrato aquoso de folhas de S. paniculatum e frutos de S. lycocarpum projetaram
a massa cefalopodal. A toxidez do extrato de Euphorbia milii dés Moul. Var splenddens
(Bojer ex hook) sobre L. unilamellata foi verificada por Afonso-neto et al. (2010) por meio da
projecdo da massa cefalopodal.

Resultados de agdo moluscicida ap6s 72 horas de aplicagdo sdo pouco relatados na
literatura. Ferreira et al. (2010; 2011) observou mortalidade significativa para jovens de 30
dias de B. similaris tratados com cafeina e timol nas primeiras 72 horas. Souza (2013) obteve
indices de mortalidade de B. similaris, L. unilamellata e S. octona quando submetidas a
diferentes concentracdes do timol e cafeina. Hollingsworth et al. (2002) obtiveram indice de
mortalidade de Zonitoides arboreus (Say, 1817) quando submetidos as doses de cafeina nas
proporgdes Sg/L e 20 g/L apds 24h. Silva (2012) registrou mortalidade significativa para pré-
adultos de B. similatris (60 dias) e L. unilamellata (60 dias) ¢ S. octona (30 dias) sob extratos
de 45 g/L de folhas de S. paniculatum. Junior et al, (2018) verificaram que apds 24h da
aplicagdo, o extrato aquoso de Capsicum. frutescens (L.) atuou como atividade moluscicida
em jovens de 30 dias de idade, interferindo na sobrevivéncia dos moluscos e causando 100%
de mortalidade em todas as concentragdes testadas.

Outro fator que pode afetar a eficacia de uma substidncia moluscicida ¢ a
intensa producao de muco que os moluscos podem liberar no momento da aplicacdo da
substancia (FERREIRA et al., 2011). O muco pode funcionar como uma barreira para a
penetracdo da substancia. Porém, apesar de ter sido registrada produ¢do de muco durante o
experimento ele ndo conseguiu amenizar os efeitos do mentol.

A mortalidade do grupo controle ao final do experimento pode ser explicada pela
intensa producao de ovos. B. similaris ¢ uma espécie de molusco que quando inicia a fase
reprodutora faz um alto investimento energético, com alocagdo de recursos para producao de
ovos, 0 que determina uma menor taxa de sobrevivéncia apos varios eventos reprodutivos
(CARVALHO et al., 2008).

Esta substancia também foi capaz de causar a mortalidade dos ovos em concentracdes

de 10g/L. Uma substancia que seja eficaz em varias fases de desenvolvimento do molusco, se
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torna ainda mais promissora para a efetividade do seu controle. O que mais uma vez,
evidencia a agdo eficaz dessa substancia para o controle do molusco terrestre B. similaris em

areas infestadas a partir do estabelecimento de protocolos de aplicagdo.

3.5 CONCLUSAO

O mentol atuou como biocida em todas as fases de desenvolvimento de B. similaris,

podendo desta forma, ser utilizado como uma alternativa para o controle dessa espécie.
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4 ATIVIDADE OVICIDA DO TIMOL E MENTOL SOBRE DUAS ESPECIES DE
MOLUSCOS INVASORES

ABSTRAT

Bradybaena similaris (Ferussac, 1821) and Achatina fulica Browdich, 1822 are two species of
exotic terrestrial snails that cause economic and environmental damage. They have high
reproductive capacity, releasing a large number of eggs with each reproductive event. Eggs
are naturally resistant to the molluscicides used, since the shell acts as a mechanical barrier,
preventing their penetration. In addition, most molluscicides are used in the form of bait,
which besides being toxic to the environment, has no effect on eggs. Thymol and menthol are
substances of plant origin that have biocidal activity, are inexpensive and biodegradable. The
objective of this work was to verify the ovicidal capacity of thymol and menthol on eggs of 4.
fulica and B. similaris under laboratory conditions. Totals of 960 eggs of A. fulica, with five
eggs in each of six repetitions, and 450 eggs of B. similaris, also with five eggs in six
repetitions, were used. For A. fulica eggs, the concentrations of 0.1g /L, 1g/L, 2.5g /L, 3g/
L,5g/L,10g/L,20g/L and 50g /L, 60g /L, 65g/L,70g/L,75g/L and 80g / L were
tested, while for B. similaris eggs the concentrations were 0.01g /L, 0.02g /L, 0.1g/L, 0.2g/
L,03g/L,04g/L,05¢g/L,06g/L,07g/L,08g/L,09g/L,1g/L and 2g /L. The
solutions were sprayed into the terrarium and the eggs remained in contact with the substance
throughout the experiment. Thymol and menthol showed ovicidal activity, preventing the
hatching of B. similaris juveniles treated with different concentrations. In A. fulica eggs, both
thymol and menthol caused 100% lethality at concentrations of 5 to 80g / L. Snail eggs are
reported in the literature as the most resistant to bioactive principles. Therefore, the results
found in this experiment show the efficacy of these two substances for the control of these

terrestrial snail species.

Key words: Biocides. Snail eggs. Pest control. Exotic snails.

4.1 INTRODUCAO

Bradybaena similaris (Ferussac, 1821) e Achatina fulica Browdich, 1822 s3do duas

espécies de moluscos terrestres exoticas causadoras de prejuizos a agricultura e consideradas
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hospedeiras intermediarios de varios parasitos de interesse médico-veterinario. Essas espécies
conseguiram se adaptar as condigdes ambientais no Brasil e hoje s3o encontradas em
praticamente todo territério nacional, sdo citadas como pragas agricolas em varios paises do
mundo (ARAUJO, 1989; LEAHY 1980; 1984; BRUSCHI-FIGEIRO e¢ VEITENHEIMER-
MENDES, 2002; CALDEIRA et al., 2007; THIENGO et al., 2008).

A proliferacdo desses moluscos estd relacionada a sua capacidade reprodutiva, com
varios eventos de reprodutivos no ano, com um grande nimero de ovos. No caso da espécie 4.
fulica o nimero de ovos pode variar entre 50 a 400 ovos por evento reprodutivo (PAIVA,
2004; COLLEY E FISCHER, 2009). B. similaris libera em torno de 60 a 70 ovos. Além disso,
a taxa de eclosdo dos jovens, para as duas espécies, ¢ em trono de 80% (LEAHY 1980).

Esses fatores fazem com que esses animais consigam rapidamente colonizar novos
ambientes e se disseminar de forma descontrolada, se tornando uma praga, podendo devastar
culturas inteiras de hortaligas.

A resisténcia dos ovos desses moluscos aos moluscicidas utilizados ¢ um dos grandes
entraves para o controle eficaz dessas espécies. Os ovos possuem uma casca que funciona
como barreira mecanica que impede a penetragdo dos moluscicidas (FERREIRA, 2005).
Além disso, a maioria dos moluscicidas ¢ comercializado na forma de isca que, além de serem
toxicas, atrai o molusco adulto, mas ndo tem efeito algum sobre os ovos que ja estdo no
ambiente.

Por isso, uma substancia de origem vegetal que seja biodegradavel, menos toxica para
0 ambiente e que consiga efeito ovicida sobre os ovos desses moluscos em areas infestadas,
representam uma forma eficaz de controle.

O timol e o mentol sdo substancias formadas no metabolismo secundario de espécies
plantas da familia Laminaceae. O timol (=5-metil-2-isopropil-1-fenol) ¢ um monoterpendide
presente no oleo essencial das espécies Monarda punctata L. (mint), Thymus vulgaris L. e
Thymus persicus L., encontrado em produtos utilizados como enxaguante bucal (BUDAVARI,
1989). O mentol também ¢ um monoterpeno (CioH200) encontrado no dleo essencial de
plantas do género Mentha sp., utilizado em diversos produtos industrializados de utilizagdo
humana como, por exemplo, chicletes, balas, creme dental ¢ xarope (SIMOES e GOMES,
2009). Essas informacdes indicam a baixa toxidez dessas substancias ao ser humano e ao
ambiente.

O objetivo deste trabalho foi verificar a atividade ovicida do timol e do mentol, em
diferentes concentragdes, sobre os ovos das espécies B. similaris € A. fulica, em condigdes de

laboratorio.
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4.2 MATERIAL E METODOS

Exemplares de B. similaris foram coletados em uma horticultura situada no bairro
Valadares, Juiz de Fora, Minas Gerais (210 45° 51°°, 430 21° 01° W) (Fig. 06A, B). Em
laboratorio foi estabelecida uma matriz para obtengao dos ovos.

O experimento foi montado em delineamento casualisados com seis repeticdes para
cada concentragdo testada. Foram utilizados 960 ovos de A. fulica, com cinco ovos em cada
repeticao e 450 ovos de B. similaris, também com seis repetigdes. Os ovos foram retirados da
matriz estabelecida no laboratorio. Todos foram distribuidos em terrarios de propiletileno que

continham terra vegetal previamente esterilizada a 120°C durante uma hora (FIG. 12 A, B).

Figura 12. Ovos de Bradybaena similaris (A) e ovos de Achatina fulica nos terrarios (B).

Arquivo pessoal, 2018. Arquivo pessoal, 2018.

Para preparacdo das concentracdes o mentol P.A (Synth®) e timol P.A (Synth®)
foram dissolvidos em agua destilada aquecida a 60°C acrescida de dimetilsulfoxido P.A
(Isofar®) (DMSO) a 1%. Nos ovos de 4. fulica foram utilizadas as concentracdes 0.1g/L,
1g/L, 2.5g/L, 3g/L, 5g/L, 10g/L, 20g/L e 50g/L, 60g/L, 65g/L, 70g/L, 75g/L e 80g/L nos ovos
de B. similaris foram utilizadas as concentragdes 0.01g/L, 0.02g/L, 0.1g/L, 0.2g/L, 0.3g/L,
0.4g/L, 0.5g/L, 0.6g/L, 0.7g/L, 0.8g/L, 0.9g/L, 1 g/L e 2g/L pois concentracdes superiores
foram testadas por Ferreira et al., (2011). As solugdes foram aspersas dentro dos terrarios e os
ovos permaneceram em contato com a substincia durante todo o experimento (FIG. 13). A
observacao da mortalidade dos ovos, para verificacdo da possivel eclosdo de jovens, foi feita
durante 30 dias. Durante o experimento, com a utilizacdo de um tremo-higrometro, foram

registradas as temperaturas maxima e minima e a umidade relativa do ar.
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Figura 13. Ovos de Achatina fulica tratados com timol.

Para andlise estatistica foi utilizada a andlise de varidancia (ANOVA, p<0,05),
Programa Bioestat, versao 5.3, seguida pelos testes de Tukey-Kramer e Bonferroni. Para
investigar a relagdo entre concentracdo e mortalidade, foi utilizado o indice de correlagdao de

Pearson. Todas as andlises estatisticas foram consideradas significativas com um nivel de o =

5%.

4.3 RESULTADOS

O timol e mentol apresentaram atividade ovicida impedindo a eclosdo de jovens de B.
similaris tratados de 4 a 80g/L. Nos ovos de 4. fulica, tanto o timol quanto o mentol causaram
100% de letalidade nas concentragdes de 5 a 80g/L.

O teste ANOVA mostrou ser significativa a diferenca entre as médias de eclosdo dos
jovens dos grupos tratados com timol e os grupos controle (p =0,0001). O teste de Tukey-
Kramer (p = 0,0001) mostrou ser significativa a diferenga entre as médias dos grupos controle
e entre todos os tratamentos. Nos ovos de B. similaris tratados com o timol ndo houve
nenhuma eclosdo de jovens em nenhum dos tratamentos (Tabela 04). Para efeito de
comparagdo os testes com mentol e os ovos de B. similaris realizados no capitulo anterior

foram repetidos na tabela 04.
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Tabela 04. Taxa de mortalidade (%) dos ovos de Achatina fulica e Bradybaena similaris
tratados com diferentes concentragdes de timol P.A. + DMSO e mentol P.A. + DMSO

Achatina fulica Achatina fulica Bradybaena similaris Bradybaena similaris

Concentracdes  Timol P.A + Mentol P.A + Timol P.A + Mentol P.A +
DMSO DMSO DMSO DMSO
80g/L 0 0: -- --
75 g/L 0 0: -- --
70 g/L 0 0: -- --
65 g/L 0 0: -- --
60g/L 0 0: -- Oa
50 g/L 0 0- -- Oa
40 g/L 0 0: -- Oa
30 g/LL 0 0: -- Oa
20 g/L 0 0: -- Oa
10 g/L 0 0: -- Oa
9 g/LL 0 0: -- Oa
8 g/LL 0 0: -- Oa
7 g/L 0 0: -- Oa
6 g/LL 0 0- -- Oa
5 g/L 0 0 -- 15b
4g/L 0 0: -- 23c
3¢g/L 0 3.3 -- 23c
2 g/LL 0 6.6: 0 20c
1g/L 0 10.0° 0 25¢
0.9 g/LL 33 16.60 0 25¢
0.8 g/LL 6.6 23.3 0 24c
0.7 g/LL 6.6 26.60 0 26¢
0.6 g/LL 10.0 33.3 0 27¢
0.5 g/LL 10.0 40.0 0 28c
0.4 g/ 233 50.0- 0 27¢
0.3 g/L 26.6 50.0- 0 26¢
0.2 g/L 233 53.3¢ 0 25¢
0.1 g/L 26.6 56.6¢ 0 30d
0.02 g/L 30.0 66.6¢ 0 30d
0.01 g/L 36.6 73.3¢ 0 60e
Agua+DMSO 83.3 80.0- 50% 80f
Agua destilada 90.0 80.0: 90% 92f

Valores com letras diferentes sao significativamente diferentes.

4.4 DISCUSSAO

Resultados encontrados neste experimento mostram a eficiéncia do timol ¢ do mentol
como substancia ovicida sobre os ovos de A. fulica e B. similaris, o que significa que a
utilizacdo dessas substancias em areas de infestacdo desses moluscos representa um futuro
promissor de controle eficaz. Substancias moluscicidas que tenham efeito também sobre os
0VOs mostram-se as mais promissoras para controle, uma vez que poderdo atuar sobre 0s ovos
que ja foram deixados no ambiente. De acordo com Marston ¢ Hostettman (1985) para que

uma substancia seja considerada eficaz ela deve atingir todas as fases de vida do animal.
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Ovos de moluscos sdo tratados na literatura como forma mais resistente aos principios
bioativos (FERREIRA, 2005), muito provavelmente pela presenca da membrana que envolve
os ovos e funciona como uma barreira fisica a entrada do moluscicida.

Ainda sdao poucos os trabalhos que avaliam a atividade ovicida de substancias de
origem vegetal (FERREIRA et al., 2011; MIRANDA et al., 2012; VIEIRA et al., 2016),
principalmente sobre espécies de moluscos terrestres. A maioria dos trabalhos que envolvem
verificagdo de atividade ovicida ainda sdo realizados em moluscos aquaticos (SUKUMARAN
et al., 2002; SINGH e SINGH, 2008; EL-SHERBINI et al., 2009; CHAUHAN e SINGH,
2011; GOHAR et al., 2014; PINHEIRO et al. 2017, MANDEFRO et al., 2017)
principalmente da espécie Biomphalaria glabrata (Say, 1817), hospedeira intermediaria do
parasito Schistossoma mansoni, causador da esquistossomose (SOUZA et al., 1987; SIMON
et al., 1995; MASSOUD E HABIB, 2003; SHERBINI et al., 2009;; SILVA et al., 2013; SA et
al., 2016; GOMES et al., 2019). Gardiolli et al., (2017) testaram o extrato hidroalcoolico de
Davilla elliptica St. Hill e Davilla nitida Vahl (Dilleniaceae) sobre ovos da espécie de
molusco Lymnaea columela Say, 1817, eles consideraram a capacidade inibitoria de
oviposi¢do dos moluscos como atividade ovicida, neste caso, somente o extrato de D. ellipca
apresentou resultado considerado satisfatorio com 60% de inibigao.

Com relacdo aos moluscos terrestres a atividade ovicida do extrato aquoso de Morus
rubra (L.) foi verificada sobre os ovos de A. fulica e ndo apresentou nenhuma atividade
(Miranda et al., 2012).Vieira et al. (2016) Testaram o extrato aquoso do alecrim-do-campo
Bacharis dracunculifolia DC., amora Morus rubra L., tiririca Cyperus rotundus L., leiteira
Euphorbia heterophylla L. e cravo-da-india Sygygium aromaticum (L.) Merr. & Perry, sobre
ovos de A. fulica. Nenhum dos extratos testados apresentaram atividade ovicida, portanto,
sem interferéncia na eclosao dos jovens de 4. fulica. Ja Ferreira et al. (2011) verificaram a
eficiéncia do timol sobre os ovos de B. similaris nas concentragdes de 2,5g/L e 5g/L. Essas
concentragdes causaram 100% de mortalidade dos ovos, o mesmo percentual verificado neste
experimento em concentragdes bem menores (0.01g/L). Estes autores testaram também a
cafeina sobre os ovos de B. similaris e ndo obtiveram resultados eficientes.

A capacidade de uma substancia matar jovens, adultos e a atingir também os ovos
indica uma forma segura e eficaz no controle desses moluscos em éareas onde esteja ocorrendo

um crescimento descontrolado dessas populagdes com prejuizos econdmicos e ambientais.
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4.5 CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho mostram que o timol e 0 mentol podem ser utilizados para
uma estratégia de controle eficaz, em areas de infestagdo, do molusco africano invasor A.
fulica e B. similaris, conseguindo atuar sobre todas as etapas de desenvolvimento das duas

espécies.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Viérias espécies de moluscos terrestres que foram introduzidas no pais se tornaram
praga e hoje representam prejuizo para as horticulturas, sdo potenciais hospedeiros de
parasitos e perigosos para a malacofauna nativa. Estudos que envolvam a eficiéncia de
principios bioativos no controle desses animais representam uma alternativa para o controle
de moluscos em areas infestadas.

O timol e mentol utilizados neste trabalho indicaram que podem ser eficientes no
controle de 4. fulica e B. similaris. Essas substancias foram capazes de matar individuos
adultos, jovens e impedir a eclosdo dos jovens dessas espécies. Além disso, sao
biodegradaveis, de facil manipulacdo e de baixo custo. Atualmente os métodos empregados
envolvem a utilizacdo de substincias toxicas que ndo sdo capazes de atingir 0s ovos.
Principios bioativas que consigam atingir todas as fases de desenvolvimento dos moluscos sao

promissoras para um controle efetivo, devendo agora serem realizados testes em campo.
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