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ABSTRACT. Aggregative behavior in Subulina octona (Brugiiiére) (Mollusca, Subulinidae). The current study
aimed to verify the existence of aggregative behavior in Subulina octona (Brugiiiére, 1789) and to obtain behavioral
evidence of chemical mediation of this behavior. We used 150 adult animals allocated in 15 boxes with humus (10
animals per box). In each box we placed four identified plastic disks in an equidistant position. These disks
worked as shelters for the animals. In experiment I, 10 animals were put in the middle of each box. After 24, 48,
96, 120, 144, and 168 hours we observed the number of formed aggregations, as well as the position of the
aggregates (in each shelter), the number of individual per aggregation and the number of isolated individuals.
In order to test the hypothesis of conditioning of disks by chemicals compounds, the experiment Il was carried
out. All the individuals were transferred to other boxes with humus, three new disks and the disk containing the
larger aggregate after the 168 hours of the experiment I (denominated conditioned disk). We verified, after 24
and 48 hours, the number of individuals below the conditioned disk. In experiment I, aggregations were ob-
served in every used box and in every time intervals. In all boxes, there was a significant increase in the number
of individuals per aggregation and a reduction in the number of isolated individuals until the end of the
experiment (ANOVA, p < 0.005). In experiment Il, after 24 hours, six from 15 boxes presented aggregations
under the conditioned disk, and after 48 hours, seven boxes presented aggregations under conditioned disk.
These were the aggregations with a larger quantity of individuals, which suggests the conditioning of the used
disks by some factor, possibly a chemical compound.
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RESUMO. O objetivo deste trabalho foi verificar a existéncia de comportamento agregativo na espécie Subulina
octona (Brugiiiere, 1789) e obter evidéncias da mediacdo quimica desse comportamento. Foram utilizados 150
animais adultos, distribuidos em 15 caixas com terra vegetal (I0 animais por caixa). Em cada caixa foram
colocados quatro discos plasticos identificados, em posicdo eqiiidistante, os quais serviram como abrigos para os
animais. No experimento I, foram colocados 10 animais no centro de cada caixa. Apos 24, 48, 96,120, 144 e 168
horas foram observados o ntiimero de agregados formados, a posicio dos agregados (sob qual abrigo), o niimero
de individuos por agregado e o niimero de individuos isolados. No experimento Il, todos os individuos foram
transferidos para outras caixas contendo terra vegetal, trés novos discos e o disco que continha o maior
agregado apos as 168 horas do experimento | (denominado disco condicionado). Foi verificado, apés 24 e 48
horas, o nimero de individuos sob o disco condicionado. Em todas as caixas utilizadas e em todos os intervalos
de tempo observados no experimento I, houve a formagio de agregados. Houve um aumento significativo do
numero de individuos por agregado e uma diminuicdo do niimero de individuos isolados com o passar do
tempo (ANOVA, p < 0,005). No experimento Il, apds 24 horas, seis das 15 caixas apresentavam agregados sob
o disco condicionado, e apds 48 horas, sete caixas, sendo esses os agregados com maior niimero de individuos,
0 que sugere o condicionamento dos discos usados por algum fator, possivelmente um composto quimico.
PALAVRAS-CHAVE. Agregacio; comunicacdo quimica; molusco terrestre.

O comportamento agregativo pode ser observado em
gastropodes terrestres e aquaticos (CHask et al. 1980, Cook 1992,
KLeewemN 1999, Anserr 2000, 2001, Frating et al. 2001, Kosak 2001,
MAarTELL et al. 2002, MortoN et al. 2002). Os fatores que favore-
cem a agregacao incluem caracteristicas do ambiente, tais como

diferengas no microclima, heterogeneidade do habitat e distri-
buicdo em manchas de recursos; assim como fatores relaciona-
dos a reproducdo e a sobrevivéncia dos moluscos, tais como a
probabilidade de encontrar um parceiro sexual e o risco de
dessecacdo (KLeeweiNn 1999, Cook 1992). Os moluscos podem se
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agregar temporariamente para a reproducao, alimentacao e re-
pouso e durante periodos com maior risco de dessecacdo ou
apresentar permanentemente uma distribuicao agregada em
uma area restrita (Keewein 1999, Ansert 2000, 2001, Fratint et al.
2001, Kosak 2001, MarteLL et al. 2002, MortoN et al. 2002). Os
individuos de espécies com distribuicdo agregada apresentam
pequenas areas de vida, forte fidelidade a sitios com alimento,
locais para repouso, oviposi¢cdo e parceiros sexuais disponiveis
(KLeewemn 1999).

A agregacdo pode ser estimulada por fatores quimicos
(AnseLL 2000, 2001, CHevaLier et al. 2000, Fratint et al. 2001, MorToN
et al. 2002) ou pelo contato fisico entre individuos (Kosak 2001).
Evidéncias a respeito da influéncia de compostos quimicos so-
bre o comportamento agregativo de moluscos gastropodes vém
sendo obtidas por meio de observacdes a campo e de experi-
mentacao em laboratério (Cook 1992, AnseLL 2000, CHEVALIER ef
al. 2000, Fratint et al. 2001, Vianey-Liaup & Dussart 2002).

O objetivo deste trabalho foi verificar a existéncia de com-
portamento agregativo na espécie Subulina octona (Bruguiére,
1789) (Subulinidae) e obter evidéncias da mediacdo quimica
desse comportamento.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 150 animais adultos, obtidos do labo-
ratério de Moluscos do Curso de Pés-graduacdo em Ciéncias
Bioldgicas, Comportamento e Biologia Animal, Universidade
Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais, os quais forram distribu-
idos em 15 caixas (12 cm de didmetro e 9 cm de profundidade)
com terra vegetal esterilizada (10 animais por caixa). Em cada
caixa foram colocados quatro discos plasticos (4 cm de diame-
tro e 1cm de altura) identificados (discos A, B, C e D), em posi-
cao equidistante, os quais serviram como abrigos para os ani-
mais. No experimento I, foram colocados 10 animais no cen-
tro de cada caixa. Apos 24, 48, 96, 120, 144 e 168 horas foram
observados o nimero de agregados formados, a posicdo dos
agregados (sob qual disco), o nimero de individuos por agre-
gado e o nimero de individuos isolados. Quando dois agrega-
dos foram formados em um mesmo intervalo de tempo e em
uma mesma caixa, aquele com o maior namero de individuos
foi chamado de agregado 1, e o segundo, com nimero menor
de individuos, agregado 2. No experimento II, os individuos
foram transferidos para outras caixas, contendo terra vegetal,
trés novos discos e o disco que continha o maior agregado ap6s
as 168 horas do experimento I (denominado disco condiciona-
do). Foi verificado, apos 24 e 48 horas, o nimero de individuos
sob o disco condicionado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todas as caixas utilizadas e em todos os intervalos de
tempo observados no experimento I houve a formacao de agre-
gados (Figs 1-2). Houve um aumento significativo do namero
de individuos por agregado (p = 0,000; F = 5,71) e uma diminui-
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¢do do ntimero de individuos isolados (p = 0,001; F = 4,75) com
o passar do tempo (ANOVA, p < 0,005) (Tab. I). Nas caixas 1, 2,
6, 13 e 15, os discos sob os quais se formaram agregados com
maior namero de individuos nas primeiras 24 horas, continua-
ram abrigando agregados até o fim do experimento, existindo
tendéncia ao aumento do nimero de individuos sob estes dis-
cos. O mesmo padrao foi observado nas caixas 3, 8 e 9, ap6s 48
horas de experimento e nas caixas 4 e 5, apds 96 e 108 horas de
experimento, respectivamente. Nas caixas 10, 11 e 14, os maio-
res agregados foram observados sob diferentes discos ao longo
do experimento, nao sendo evidenciada preferéncia por um dis-
co particular. Na caixa 7, o disco sob o qual se formou o maior
agregado nas primeiras 24 horas continuou abrigando o maior
numero de individuos até as 108 horas de experimento. Ap6s
esse periodo, o maior agregado foi deslocado para outro disco
(Tab. II). Esses resultados sugerem a existéncia de um estimulo a
agregacao nos locais com maior namero de individuos.

A agregacdo pode representar para os moluscos terrestres
uma estratégia para a conservacgao da agua corporal. Os agrega-
dos usualmente envolvem muito contato entre os individuos,
diminuindo a area de superficie corporal exposta e sujeita a
evaporacao (Dunpek et al. 1975). Bouan et al. (2000) observa-
ram que a agregacao em Deroceras reticulatum (Miller)
(Limacidae) e Arion intermedius (Normand,1852) (Arionidae)
relaciona-se a umidade do solo.

CHast et al. (1980) sugeriram que a agregacdo em Achatina
fulica pode ter as funcdes de protecdo contra a dessecacdo e
contra predadores invertebrados.Do mesmo modo, em gastro-
podes aquaticos, que ficam expostos durante a maré baixa, a
agregacdo pode relacionar-se a protecdo contra a dessecacao
(AnseLL 2001).

[ provével que o comportamento agregativo favoreca o
encontro de parceiros para o acasalamento. Hipoteticamente,
os moluscos de diferentes espécies podem ter um padrao de
distribui¢do permanentemente agregado, refletindo uma adap-
tacdo que ocorreu ao longo do tempo evolutivo ou se agrega-
rem apenas durante o periodo reprodutivo, atraidos para seus
coespecificos por meio da liberacdo de feromonios. Além dis-
so, € provavel que o reconhecimento quimico de individuos
coespecificos seja importante durante o processo de corte e
copula em espécies de moluscos terrestres. Abamo & CHasE (1988)
e Reise (1995) observaram uma fase inicial de reconhecimento,
que precede a cOpula em Helix aspersa Miiller (Helicidae) e
Derosceras rodnae Grossu & Lupo, 1965 e D. praecox Wiktor,1966
(Agriolimacidae), respectivamente. Esse comportamento pré-
copula envolvia, segundo Reise (1995), uma “investigacdo mu-
tua com os tentaculos”. Abpamo & Cuast (1988) também obser-
varam que os moluscos se tocavam com os tentaculos e labios.

No experimento II, apds 24 horas, seis das 15 caixas apre-
sentavam agregados sob o disco condicionado, e apds 48 ho-
ras, sete caixas, sendo estes os agregados com maior nimero de
individuos (Tab. III), o que sugere o condicionamento dos dis-
cos usados por algum fator quimico. No presente estudo, nao
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Figuras 1-2. Comportamento agregativo em Subulina octona: (1) agregado com nove individuos, formado sob o disco condicionado;
(2) discos usados como abrigo, individuos agregados entre os discos A e B e sob o disco B. Barras = 1 cm.

Tabela I. Nimero minimo, méximo e médio de agregados, individuos por agregado e individuos isolados, da espécie Subulina octona,

observados durante 168 horas.

Numero de individuos por agregado

Tempo Numero de agregados Numero de individuos isolados
Agregado 1 Agregado 2
Min  Méx Média Min  Max Média Min  Max Média Min Méx Média
24 horas 1 2 1,66+0,48 3 9 4,80+ 1,65 0 3 2,00+1,46 0 3 0,88 + 0,88
48 horas 0 2 1,20+0,56 0 9 5,20 + 2,36 0 3 080+1,37 0 4 1,73 £1,09
96 horas 1 2 1,30+0,48 4 10 6,33+2,12 0 5 1,40+2,09 0 4 1,33+1,29
120 horas 1 2 1,26+0,45 5 10 7,13+£1,95 0 4 093+1,62 0 3 1,06 £ 0,96
144 horas 1 2 1,26+0,45 4 10  7,33+£225 0 4 093+1,62 0 3 0,93 +0,96
168 horas 1 2 1,26+0,45 5 10  8,13+£2,13 0 4 1,00+£0,72 0 2 0,66 +0,72

foi possivel determinar a natureza e origem de tal fator. O iso-
lamento e estudo desse composto quimico (ou compostos) em
bioensaios futuros, permitirdo elucidar se o estimulo a agrega-
¢do em S. octona € provocado por um feromonio de agregacao,
como sugerido por Dunpek et al. (1975) e CHask et al. (1980), ou
se os moluscos utilizam “pistas” quimicas (ndo necessariamen-
te feromoOnios) para detectarem a presenca de coespecificos e
se agregarem.

Tais “pistas” quimicas poderiam ser compostos liberados
com o muco. O muco secretado pelos moluscos terrestres apre-
senta diferencas ao nivel especifico nos perfis de proteina e
carboidrato. O muco depositado durante a locomog¢do é com-
posto por lectinas, mucopolissacarideos, glicoproteinas, protei-
nas, acido urénico, acido sialico, hexosaminas e uma variedade
de outras moléculas, que podem constituir uma fonte de infor-
macgdes sobre a identidade e o estado fisiologico dos individuos
(GaNEY 1976, SkiNGsLey et al. 2000). Ha evidéncias de que os
moluscos sdo capazes de acessar, através do muco deixado por

um coespecifico, o estado sexual do individuo e a direcao da
locomocao (Towsenp 1974, Cook 1992, Karowt ef al. 1993,
SKINGSLEY et al. 2000). E provéavel que S. octona seja capaz de reco-
nhecer a presenca de um individuo da mesma espécie pela iden-
tificacdo das caracteristicas do muco. Essa capacidade de reco-
nhecer quimicamente coespecificos poderia mediar a agregacao.

A quimiorrecepcdo em gastropodes pulmonados terres-
tres € bem desenvolvida. Toda a superficie externa do corpo
desses moluscos é provida de células neurossensoriais, que sdo
muito abundantes ao longo das margens do pé e na regido an-
terior do corpo, incluindo os tentaculos e as pregas orais (Hyman
1967, CHevaLier et al. 2000). Entre os moluscos terrestres, a
quimiorrecep¢do estd associada a percepcao do ambiente, a
comunicacao entre individuos de uma mesma espécie, ao com-
portamento de corte e copula (Cook 1992, Vianey-Liaub & DussarT
2002), a escolha e encontro de alimentos (STEPHENSON 1979,
IGLEsias & CastiLLEjo 1999, CHEvALIER ef al. 2000) e ao comporta-
mento agregativo (DunpEk et al. 1975).
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Tabela Il. Nimero de individuos da espécie Subulina octona, localizados sob os discos A, B, C e D, entre os discos (AeB,BeC,CeD, D
e A) e no centro da caixa, durante 168 horas de observacao.

A AeB B BeC C CeD D DeA Centro A AeB B BeC C CeD D DeA Centro
Caixa 1 Caixa 8 (continuagao)
24 h 3 1 - - 6 - - - - 108 h - - 10 - - - - - -
48 h - - 1 - 7 - 1 - - 144 h - - 10 - - - - - -
96 h 1 - - - 9 - - - - 168 h - - 10 - - - - - -
108 h - - - - 9 - 1 - - Caixa 9
144 h - - - - 9 - 1 - - 24 h - - - 6 3 - - - -
168 h - 1 - - 9 - - - - 48 h - - 9 - - - 1 - -
Caixa 2 96 h 1T - 1 - 1 - 1 - 5
24 h - - - - - 3 4 2 - 108 h 1 - 5 5 - 1 1 -
48 h - - - - - - 5 2 1 144 h 2 - 6 - - - 2 - -
96 h - - - - - - 10 - - 168 h 3 - 7 - - - - - -
108 h - - - - - - 10 - - Caixa 10
144 h - - - - - - 10 - - 24 h 3 - - 4 2 1 - - -
168 h - - - - - - 10 - - 48 h 2 - - 2 1 1 4 - -
Caixa 3 96 h - - - - - 5 5 - -
24 h - - 1 3 2 - 3 1 - 108 h 1T - - - 8 - 1 - -
48 h - - 7 - 3 - - - - 144 h - - - - - 5 5 - -
96 h - - 9 - - - 1 - - 168 h - - - - 10 - - -
108 h - - 8 - 1T - 1 - - Caixa 11
144 h - - 8 - 2 - - - - 24 h 4 2 - - 2 - 1 1 -
168 h - - 9 - - - 1 - - 48 h 2 - 2 2 1 - - 1 2
Caixa 4 96 h 1 1 4 - - - 2 1 1
24 h 3 - 2 2 1T - 1 1 - 108 h 3 1 6 - - - - - -
48 h 1 1 - 2 - - 2 1 3 144 h - - - - - - - 10 -
96 h 1 1 - 1T - 6 - - 168 h 1T - 9 - - - - - -
108 h 2 1 - - 1T - 7 - - Caixa 12
144 h - - - - 2 1 7 - - 24 h 7 - 3 - - - - - -
168 h - - - 1T - 1 8 - - 48 h 8 - 1 - - - - - 1
Caixa 5 96 h 6 - 2 - 2 - - - -
24 h 2 - 1 2 - - - 1 4 108 h - - 8 - - 2 - -
48 h - 6 - - - 1 3 - - 144 h 3 1 5 - - - 1 - -
96 h - 1 1 - - - 4 2 1 168 h - - 10 - - - - - -
108 h 5 2 - - 1 2 - - - Caixa 13
144 h 6 - - - - 1 - 2 1 24 h 1 - 6 - 3 - - - -
168 h 5 - - - - - 4 1 - 48 h 1 2 3 - 3 - - - 1
Caixa 6 96 h 1T - 5 - 3 - - - -
24 h 4 - 2 3 1T - - - — 108 h 1 - 5 - 3 1 - - -
48 h 6 - 2 - - - 1 - 1 144 h 3 - 4 - 2 1 - - -
96 h 10 - - - - - - - - 168 h 2 - 5 - 2 1 - - -
108 h 10 - - - - - - - - Caixa 14
144 h 10 - - - - - - - - 24 h 4 2 2 - - - - 2 -
168 h 10 - - - - - - - - 48 h 4 - 1 1 - - 2 1 1
Caixa 7 96 h 5 - 5 - - - - - -
24 h 9 - - - 1T - - - - 108 h 4 - 6 - - - - - -
48 h 2 - - 2 1 1 4 - - 144 h 5 4 - - - - - -
96 h 5 - 4 - T - - - - 168 h 5 - 4 - - - 1 - -
108 h 5 - 4 - T - - - - Caixa 15
144 h - 1 9 - - - - - - 24 h 1 3 - 4 - 1 - 1 -
168 h - - 10 - - - - - - 48 h 3 3 - - 2 - -
Caixa 8 96 h 2 6 1 - 1 - - - -
24 h - 4 3 1T - - - 2 - 108 h 1 6 - 1 - - - 1 -
48 h - - 10 - - - - - - 144 h 2 7 - - - - 1 - -
96 h - - 5 4 - - 1 - - 168 h 4 5 - - - - 1 - -
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Tabela Ill. Namero de individuos da espécie Subulina octona localizados sob o disco onde se formou o maior agregado no experimento
| (disco condicionado), apds 24 e 48 horas do inicio do experimento |I.

Tempo de

Distribuicdo espacial dos moluscos

observacao

Disco A Entre disco A-B Disco B Entre disco B-C Disco C Entre disco C-D Disco D Entre disco D-A Centro da caixa

24 horas
Caixa 1
Caixa 2
Caixa 3
Caixa 4
Caixa 5 5* -
Caixa 6
Caixa 7 1 2
Caixa 8 - - 4* -
Caixa 9 - - - 3
Caixa 10
Caixa 11
Caixa 12 - - -

Caixa 13 2 - 6* 2
Caixa 14 - 4 -
Caixa 15 - - - -

48 horas
Caixa 1 1 - - -

—_ A NN =
-
w N W w
|

Caixa 2 - - - -
Caixa 3 4 - 1

Caixa 4 4 - 4

Caixa 5 8* - 1 -
Caixa 6 4* - 2

Caixa 7 2 - 1

Caixa 8 3 - 4* -
Caixa 9
Caixa 10
Caixa 11
Caixa 12 - - -
Caixa 13 3
Caixa 14 - 1 -

Caixa 15 - - - -

w N
| I B
w w
*Ll'l*
S N =2 N —a .

9+ - - - -
3 - 5 - -

|

A NN @ a0 o0 w
|
-

|

|
-

|

|

_ - 5 3 -
10 - - - -

*Namero de individuos dos agregados formados sob o disco condicionado.

Os moluscos terrestres sdo capazes de reconhecer com-
postos quimicos volateis e ndo-volateis por dois mecanismos
distintos: a percep¢do olfativa e gustativa, respectivamente
(StePHENSON 1979, IGLESIAS & CASTILLEJO 1999, CHEVALIER et al. 2000).
STEPHENSON (1979) obteve evidéncias comportamentais do pa-
pel dos tentaculos anteriores e posteriores na deteccdo de com-
postos quimicos voléteis e ndo-voléteis, assim como da funcao
gustativa da probdscide, 1dbios e lobos laterais da boca de
moluscos da espécie Deroceras reticulatum (Miill.). O autor ob-

servou a presenca de canais no prossoma, ao longo dos quais,
muco com 90-95% de agua era direcionado para os 6rgaos sen-
soriais (probodscide e tentaculos), garantindo que tais 6rgaos
fossem constantemente banhados por esse meio liquido. Com
base nestas observacoes, propds uma hipotese para explicar o
mecanismo de deteccdo de compostos ndo-voldteis, segundo a
qual, o muco presente nos 6rgaos sensoriais e a 4gua presente
na superficie das plantas, quando em contato, formariam uma
ponte aquosa. A percep¢do de compostos quimicos derivados
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das plantas, dissolvidos na dgua, ocorreria por meio do fluxo
dessas substancias através da ponte aquosa, até os 6rgaos olfa-
tivos. O autor sugeriu que este mecanismo provavelmente era
utilizado pelos ancestrais aquéticos dos moluscos terrestres.

Assim como nos gastropodes pulmonados terrestres, a
percepc¢do quimica € o principal sentido utilizado por
gastropodes prosobranquios aquéticos para o encontro de ali-
mento. Existem evidéncias comportamentais da capacidade
desses moluscos perceberem compostos quimicos dispersos na
4gua, assim como do papel da estimulacdo quimica para a for-
macao de agregados (Fratini ef al. 2001, MortoN et al. 2002).
Entretanto, ainda ndo hé uma clara resolu¢do do mecanismo e
estruturas sensoriais envolvidas na quimiopercepc¢ao por estes
gastropodes. A elucidagcdo desse processo poderia mostrar se a
especulacdo de STEPHENSON [sic], sobre a retencdao do mecanis-
mo ancestral de percepcao de compostos ndo-volateis pelos
moluscos terrestres, corresponde a verdade. Fratini et al. (2001)
relataram que Terebralia palustris (Linnaeus) (Potamidae),
gastropode prosobranquio marinho, pode utilizar odores
dispersos pelo ar para localizar alimento, durante a maré bai-
xa. Tal observacao pode indicar que os mecanismos sensoriais
envolvidos na percep¢do quimica, e os comportamentos influ-
enciados por essa percepcao, talvez ndo sejam completamente
distintos entre pulmonados terrestres e prosobranquios aqua-
ticos. A constatacao de tal hip6tese pode trazer importantes
implicacdes para a compreensdao da histdria evolutiva dos
gastropodes pulmonados e das pressoes seletivas envolvidas na
transicao para o ambiente terrestre.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados desse estudo evidenciam o comportamen-
to agregativo em S. octona e sugerem a mediacdo quimica desse
comportamento. A agregacao, aliada ao hermafroditismo pa-
rece ser uma estratégia para viabilizar a reproducdo em ani-
mais com capacidade de deslocamento limitada, tais como os
moluscos terrestres. O comportamento agregativo em S. octona
pode ser o reflexo de um padrao de distribuicdo agregada da
espécie, assim como uma estratégia para a resisténcia a desseca-
¢do e para o encontro de parceiros sexuais.
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