UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

Lidiane Cristina da Silva

HISTORIA DE VIDA DE Bulimulus tenuissimus (D’ ORBIGNY, 1835)
(MOLLUSCA, BULIMULIDAE): VARIACAO NO CONTEUDO DOS
SUBSTRATOS ENERGETICOS DE ACORDO COM A IDADE E
SAZONALIDADE

Dissertagdo apresentada ao Instituto de
Ciéncias Biologicas, da Universidade Federal
de Juiz de Fora, como parte dos requisitos
para obtengdo do Titulo de Mestre em
Ciéncias Biologicas (Area de Concentragdo

em Comportamento e Biologia Animal).

Juiz de Fora
2009



UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

Lidiane Cristina da Silva

HISTORIA DE VIDA DE Bulimulus tenuissimus (D’ ORBIGNY, 1835)
(MOLLUSCA, BULIMULIDAE): VARIACAO NO CONTEUDO DOS
SUBSTRATOS ENERGETICOS DE ACORDO COM A IDADE E
SAZONALIDADE

Orientadora: Profa. Dra. Elisabeth Cristina de Almeida Bessa

Co-orientadora: Profa. Msc. Flavia Oliveira Junqueira

Dissertagdo apresentada ao Instituto de
Ciéncias Biologicas, da Universidade Federal
de Juiz de Fora, como parte dos requisitos
para obtengdo do Titulo de Mestre em
Ciéncias Biologicas (Area de Concentragdo

em Comportamento e Biologia Animal).

Juiz de Fora

2009



HISTORIA DE VIDA DE Bulimulus tenuissimus (D’ ORBIGNY, 1835)
(MOLLUSCA, BULIMULIDAE): VARIACAO NO CONTEUDO DOS
SUBSTRATOS ENERGETICOS DE ACORDO COM A IDADE E
SAZONALIDADE

Lidiane Cristina da Silva

Dissertacdo apresentada ao Instituto de Ciéncias
Biologicas, da Universidade Federal de Juiz de
Fora, como parte dos requisitos para obtengdo do
Titulo de Mestre em Ciéncias Biologicas (Area
de Concentragdo em Comportamento e Biologia
Animal).

Aprovada em 18 de fevereiro de 2009.

BANCA EXAMINADORA

Prof*. Dra. Norma Campos Salgado
Universidade Federal do Rio de Janeiro/ Museu Nacional

Prof. Dr. Jairo Pinheiro da Silva
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

Prof*. Dra. Elisabeth Cristina de Almeida Bessa- Orientadora
Universidade Federal de Juiz de Fora



A minha mie, pela compreensio e apoio.
E a amiga Liliane Meireles,

Pela licdo de vida,

Pela forca e coragem de prosseguir.

Desistir teria sido facil demais.



AGRADECIMENTOS

A professora Elisabeth Bessa, Departamento de Zoologia-Universidade Federal de Juiz de
Fora, pela confianca durante a graduagdo e pos-graduacao. E, sobretudo pelos ensinamentos

que levarei pela vida toda.

A Profa. Flavia Junqueira, Centro Universitario do Leste de Minas Gerais, pela amizade e co-

orientacao.

A Profa. Norma Salgado, Museu Nacional-Universidade Federal do Rio de Janeiro, pela

identificacdo da espécie.

Ao Prof. Jairo Pinheiro, pela gentileza em contribuir para a realizagdo desse trabalho.

A Profa. Juliane Lopes, Departamento de Zoologia-Universidade Federal de Juiz de Fora, pela

contribuicao nas analises.

A Profa. Sthefane D’avila, Departamento de Zoologia-Universidade Federal de Juiz de Fora,

pela disponibilidade.

A amiga Camilla Medeiros pela amizade durante esses anos.

A amiga Tércia pela disponibilidade e amizade. E em especial, pela ajuda na manuten¢ao dos

animais.



A Maria Alice Allemand, que sempre esteve presente durante toda graduagio e mestrado,
fazendo muitas vezes papel de mae, psicologa, conselheira sentimental, dentre muitos tantos

outros papéis. Obrigada pela atencdo e amizade.

A amiga-irma Liliane Meireles, que esteve presente desde o primeiro ovo, em todos os erros e
acertos. Sem vocé nada teria sido tao gratificante. Obrigada pelo companheirismo, pela
paciéncia, pelas horas e horas de analises de dados e discussdes infindaveis. E se tudo der
errado, ainda podemos formar uma dupla sertaneja.....

Sinto muito orgulho de ser sua amiga.

A minha familia que sempre esteve presente. A minha mae, Elizabete, pela dedicacdo, ao meu

irmao, César, pelo carinho. A tia Zilda, pelo apoio. A todos os outros, pela torcida incansavel.

Ao meu namorado, Alexandre, pela ajuda com as ilustragdes. E, sobretudo, pelo carinho ¢

pelo cuidado. Vocé tornou mais leve os dias....

A Deus, por toda gentileza!



RESUMO

Apesar da diversidade e importancia os moluscos terrestres tém sido pouco estudados,
principalmente as espécies da malacofauna brasileira como ¢ o caso de Bulimulus tenuissimus.
Assim, objetivou-se com esse trabalho descrever a histéria de vida dessa espécie, através da
avaliagdo do crescimento, reproducdo e longevidade. Avaliou-se também a influéncia do
isolamento sobre esses aspectos e a variacdo dos recursos energéticos em diferentes fases da
vida, e nas diferentes estacdes do ano. Para tanto, foi realizado o acompanhamento do ciclo
bioldgico de 240 moluscos, dos quais 120 foram mantidos em grupos e 120 foram mantidos
em isolamento durante todo o ciclo de vida. Bulimulus tenuissimus apresentou grande
plasticidade na forma de alocacdo de energia entre crescimento, reproducdo e sobrevivéncia
de acordo com a forma de cria¢do, sendo a reproducdo e longevidade maior para os animais
mantidos em grupos, enquanto o crescimento foi mais acentuado nos isolados. Essa
diferenciag@o no investimento energético levou a padrdes de historia de vida distintos nos dois
grupos. Os moluscos de diferentes idades apresentam formas diferenciadas para alocag@o dos
polissacarideos avaliados, sendo a variagdo provavelmente relacionada ao estado reprodutivo
dos moluscos. Além disso, constatou-se também que as reservas energéticas dos musculos
sdo disponibilizadas e degradadas tanto na fase Adulta quanto na fase Senescente. O conteudo
de carboidratos variou de acordo com a idade, sendo a tal variagdo provavelmente relacionada
ao estado reprodutivo dos animais. Também houve variagdo sazonal do contetido de
glicogénio e galactogénio, os quais sdo coincidentes com o ciclo reprodutivo de B.
tenuissimus, evidenciando-se que a sazonalidade reprodutiva parece ser controlada por fatores
metabolicos.

Palavras-Chave: Crescimento. Investimento energético. Molusco terrestre. Reprodugao.



ABSTRACT

LIFE HISTORY OF Bulimulus tenuissimus (D 'Orbigny, 1835) (MOLLUSCA,
Bulimulidae): CHANGES ON THE ENERGETIC CONTENT ACORDINGING TO
AGE AND SEASONALITY

There are few studies about land snails despite their importance and diversity, especially
native species, such as Bulimulus tenuissimus. Thus, the objectives of this study were to
describe the life history of this species evaluating the growth, reproduction and longevity. The
influence of the isolation on these aspects, the change of energy resources in different ages
and in different seasons were evaluated. For this purpose, there was monitoring the biological
cycle of 240 snails, of which 120 were kept in groups and 120 were kept isolated during their
lifetime. Bulimulus tenuissimus showed plasticity in the allocation of energy between growth,
reproduction and survival. Growth of isolated snails was higher fecundity and longevity than
the animals kept in isolation. However, the growth was high in isolation. Thus, the differential
energetic investment has lead to distinct patterns of life history. The age influenced the
allocation de glycogen and galactogen. However, there was not reduction of glycogen content
in the digestive gland. It is suggest that the energy used in reproduction is acquired from food
ingestion. There were seasonal changes on the contents these polysaccharides, which are
coincident with the reproductive cycle of B. tenuissimus. This result showed that the

reproductive seasonality of this species would be controlled by metabolic factors.

Key-Words: Energetic allocation. Growth. Land snail. Reproduction.



LISTA DE ILUSTRACOES

Fotografia 1 Bulimulus tenuissimus a: Enterrando-se no substrato do terrario; b: deslocando-
se na parede e no substrato do terrario; c: Interagdo entre individuos no terrario de

criacdo; d: Detalhe da coloragao do COTPO......cceecveieiieiieiieciie et 4

Fotografia 2 a: Eletromicrografia de varredura da concha de Bulimulus tenuissimus adulto; b:
Concha de um individuo adulto; c: Eletetromicrografia de varredura da concha de
um individuo jovem; d: Concha de um individuo jovem; e: Eletromicrografia de

varredura da protoconcha; f: Detalhe da ornamentagdo da protoconcha.

Fotografia 3 Bulimulus tenuissimus a: Vista do animal; b: Vista da concha ........................... 15

Fotografia 4 a: Terrarios grande e pequeno utilizados para criagdo dos moluscos da espécie
Bulimulus tenuissimus; b: Individuos se alimentando; c: Posturas parcialmente

desenterradas; e: Medi¢cdo do comprimento da concha. ..........ccccceeeierivrceeniennen. 19

Grafico 5 Duragdo das fases da vida (Jovem, Adulta e Senescente) de Bulimulus tenuissimus

mantidos em condi¢des de agrupamento e isolamento, desde o nascimento.......... 20

Grafico 6 Numero mensal de posturas realizadas por Bulimulus tenuissimus Agrupados, desde
0 nascimento, temperatura média (° C) e umidade relativa do ar média (%) no

periodo de agosto de 2005 a janeiro de

Grafico 7 Crescimento médio de Bulimulus tenuissimus mantidos em condi¢des de
agrupamento e isolamento desde o nascimento (setas indicam idade média na

primeira postura dos moluscos, Agrupados e

Grafico 8 Taxa de crescimento (mm/dia) de Bulimulus tenuissimus Agrupados e Isolados,
durante o ciclo de vida (setas indicam idade média na primeira postura dos

moluscos, Agrupados € 1S01ad0s).......ceeierireieeiieiiies e 24



Grafico 9 Concha de Bulimulus tenuissimus a: Jovem; b: Adulto; c: Senescente.................. 25

Grafico 10 Comprimento da concha de Bulimulus tenuissimus mantidos em condicdo de
agrupamento e isolamento em trés diferentes fases do desenvolvimento (I —
Tamanho da concha no primeiro dia de vida, II — Tamanho da concha na primeira

postura e Il — tamanho da concha no Ultimo dia de

Grafico 11 Relacdo entre nimero médio de ovos produzidos e comprimento da concha (mm)
dos individuos de Bulimulus tenuissimus, mantidos em condi¢do de isolamento,

dESAE 0 NASCIIMENTO. .eeeeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e et e e e e e e e e e errreeeeeeeesessaaeees 26

Grafico 12 Percentual de mortalidade de Bulimulus tenuissimus, mantidos sob condicdo de

agrupamento e isolamento, ao longo do ciclo de vida.........ccecevveerieneiinenne. 27

Grafico 13 Percentual de mortalidade de Bulimulus tenuissimus mantidos sob condi¢des de

agrupamento e isolamento, nas fases Jovem, Adulta e Senescente............. ......... 28

Fotografia 14 Bulimulus tenuissimus sem a concha, com detalhe da glandula digestiva (GD) e
massa cefalopediosa (MC); b: Sistema reprodutor, com detalhes da Porcdo
Masculina (PM), Por¢ao Feminina (PF) ¢ Por¢do Hermafrodita (PH); c: Detalhe
da glandula digestiva (GD) e glandula de albumen

Grafico 15 Concentracdo de glicogénio expressa em mg de glicose/g de tecido, peso fresco,
na glandula digestiva e massa cefalopediosa de Bulimulus tenuissimus jovens,

AAUILOS € SENESCEINTES. ..vvviiiiiiiiies ceeeeeeeee ettt eee eeeeereeeeeeeeeeeeerie eeeeeeeseesiaeeeas 45

Grafico 16 Concentracdo de galactogénio na glandula de albumen de Bulimulus tenuissimus

jovens, adultos € SENESCENLES. . ...cccveerieeriieriieeeie e eirerees ceteeies eees eeeeeeeeneenne 46

Fotografia 17 Cromatografia em papel dos polissacarideos — Glicose (Gli) e Galactose (Gal) -
extraidos dos tecidos da glandula digestiva (GD) e glandula de albumen (GA)

de Bulimulus tOMUISSTIUS . ........ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeieeee e evee eeeeeeseeeeeeiaeeeeeesseeains 47



Grafico 18 Concentracdo de glicogénio nos tecidos da glandula digestiva e massa cefalopodal
de moluscos adultos da espécie Bulimulus tenuissimus na Primavera, Verao,

OUtono € INVEINO. ...coovviiiiiieeeiieeeeeeeee e 59

Grafico 19 Concentragdo de galactose na glandula de albimen de Bulimulus tenuissimus na

Primavera, Verdo, Outono € INVEIMO...........cceeeeviiecieeiieieeieieet e 60



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Fecundidade de Bulimulus tenuissimus mantidos Agrupados e Isolados durante o

ciclo de vida (valores totais de ovos, minimo, maximo, média/postura + desvio

padrdo e média/molusco + desvio padrao).......cccceeeeeeieeieeiiere e 21

Tabela 2 - Peso fresco (em miligramas) dos tecidos da glandula digestiva, glandula de
albumen e massa cefalopodal de moluscos da espécie Bulimulus tenuissimus,

coletados nas fases jovem, adulta € SENESCENtE.........ceeecvieviereereieiieriereeeeee e, 44

Tabela 3 - Peso (g) dos tecidos da glandula digestiva, glandula de albumen e massa
cefalopodal de moluscos da espécie Bulimulus tenuissimus coletados nas

estagdes do ano (com valores médio e desvio Padrio)



SUMARIO

INTRODUQCAO. ...ttt es et e s s e e eeees

REVISAO DE LITERATURAL ..o

CAPITULO 1 - HISTORIA DE VIDA DE BULIMULUS T. ENUISSIMUS
(D’ORBGNY, 1835) (MOLLUSCA, BULIMULIDAE) EM LABORATORIO............

CAPITULO II - VARIACAO DAS RESERVAS ENERGETICAS EM BULIMULUS
TENUISSIMUS (D’ORBIGNY, 1835) (MOLLUSCA, BULIMULIDAE) DE
ACORDO IDADE.......oiotitiiintiiitenie ettt ettt ettt s sttt eiee eeeseesseesseesanes

CAPITULO III - VARIACAO SAZONAL DAS RESERVAS ENERGETICAS EM
BULIMULUS  TENUISSIMUS  (D’ORBIGNY, 1835) (MOLLUSCA,
BULIMULIDAE) ... oot
CONSIDERACOES FINAIS....cototteeeeeeeeeeee ettt es e sese s eeeeeeenenes
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ...t eeeeeeeeeeeeeeee eeeeeeeses e see s eeeeeeeeaees

ANEXOS. ...ttt st

26

51



Introducao

O filo Mollusca apresenta-se como o terceiro maior grupo de animais em diversidade
de espécies as quais podem ser encontradas em todos os ambientes (HYMAN, 1969; SOUTH,
1992). No ambiente terrestre ocupam principalmente areas de florestas e bosques, sendo
encontradas preferencialmente em locais com alta umidade (SIMONE, 1999; HELLER, 2001).

Embora sejam animais sensiveis a dessecacdo, os moluscos apresentam estratégias
fisiologicas e comportamentais, que garantiram o sucesso na colonizagdo do ambiente
terrestre (STOREY, 2002). Tais estratégias sdo eficientes mecanismos contra perdas de dgua e
permitiram até mesmo a colonizacdo de ambientes extremos como regides congeladas e
desérticas (STOREY, 2002; GIOKAS et al., 2005; ANSART et al., 2007; UDAKA et al., 2007).

Os moluscos terrestres apresentam importancia em varias areas, podendo ser utilizados
na alimentacdo, ¢ atuar como hospedeiros de parasitos do homem e de animais domésticos,
além de serem pragas de vegetais cultivados (BARROS-ARAUJO, 1982; LEAHY, 1984; AGUDO,
2006). Sao importantes agentes de reciclagem de nutrientes nos ecossistemas, fontes de
substancias medicinais, e ainda podem atuar como controladores bioldgicos de outras pragas
(SIMONE, 1999).

Apesar da diversidade e importincia do grupo, os moluscos terrestres tém sido
proporcionalmente pouco estudados, principalmente as espécies da malacofauna brasileira
como ¢ o caso de Bulimulus tenuissimus (d’Orbigny, 1835) (THOME et al., 2006; SILVA et al.,
2008). Estima-se que haja aproximadamente 580 espécies de gastropodes terrestres no Brasil,
sendo muitas dessas praticamente desconhecidas em termos de biologia e ecologia (SIMONE,
1999; THOME et al., 2006).
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Existe atualmente o risco eminente da extingdo de espécies da malacofauna nativa,
devido principalmente, a degradacdo de habitat e a introducdo de espécies exoticas (REYES-
TUR & RAMIRES-ALVAREZ, 2002; TELES & FONTES, 2002; FISCHER & COLLEY, 2005). Isso
evidencia a necessidade de estudos sobre a biologia desses animais que visem auxiliar o
manejo e conservagao de espécies (BIDART et al., 1998).

Bulimulus tenuissimus ¢ uma espécie que merece destaque devido ao seu potencial
parasitologico e sua atuagdo como praga agricola (BARROS-ARAUJO, 1982; THIENGO &
AMATO, 1995; AGUDO, 2006). Para essa espécie foram realizados alguns trabalhos, os quais
focaram principalmente aspectos histo-anatomicos e biologicos (BARROS-ARAUIO et al.,
1960; REZENDE & LANZIERI, 1964; MEIRELES et al., 2008; SILVA et al., 2008), sendo ainda
necessarios estudos que visem elucidar os tragos de sua historia de vida.

Desse modo, foi objetivo desse trabalho caracterizar a historia de vida de B.
tenuissimus, através de parametros reprodutivos, de crescimento e longevidade, bem como o
efeito do isolamento sobre tais parametros. Paralelamente, foi avaliada a variagdo nos
substratos energéticos representados pelo glicogénio e pelo galactogénio de acordo com a

1dade e sazonalidade.
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REVISAO DE LITERATURA

1. A espécie Bulimulus tenuissimus (d’Orbigny, 1835)

Bulimulus tenuissimus (Fotografia la, 1b, lc e 1d) ¢ um gastrépode terrestre
representante da familia Bulimulidae, a qual compreende aproximadamente 144 géneros e
subgéneros, o que a torna uma das maiores e mais diversas dentre os pulmonados terrestres
(BREURE, 1979).

Os moluscos dessa familia apresentam ampla distribui¢do geografica, com grande
representatividade de espécies na América do Sul. Ainda podem ser encontrados na Nova
Zelandia, Melanésia, Australia, Antilhas, México e¢ Estados Unidos, (BREURE, 1979). No
Brasil, os bulimulideos, dentre os quais B. tenuissimus, sdo amplamente distribuidos, podendo
ser encontrados em todas as regides do pais (LANGE DE MORRETES, 1949; SIMONE, 2006).

Os moluscos da espécie B. tenuissimus possuem concha ovalada, medindo de 12 a 20
mm de comprimento com cinco a seis voltas (Fotografia 2a, 2b, 2¢ e 2d). A protoconcha é
ornamentada em zigue-zague na primeira volta da espira até¢ a metade da segunda (BARROS -
ARAUIO et al., 1960) (Fotografia 2e, 2f). Em laboratorio os animais podem alcancar até 27
mm de comprimento (SILVA et al., 2008).

Bulimulus tenuissimus apresenta grande potencial parasitologico, sendo verificadas
infecgdes naturais por Davainea proglottina (Davaine, 1860), Tanaisia bragai (Santos, 1934),
Postharmostomum gallinum (Winteberg, 1923), Raillietina bonini (Mégrin, 1889) e

Brachylaemus mazzantti (Travassos, 1927), os quais sdo helmintos parasitos de aves de
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importancia econdmica ¢ de aves silvestres (BARROS-ARAUJO, 1982; THIENGO & AMATO,
1995).

Fotografia 1 - Bulimulus tenuissimus a: Enterrando-se no substrato do terrario; b: deslocando-

se na parede e no substrato do terrario; c: Interagdo entre individuos no terrario de criacdo; d:

Detalhe da colorag@o do corpo ( =8 mm).
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Fotografia 2 — a: Eletromicrografia de varredura da concha de Bulimulus tenuissimus adulto;
b: Concha de um individuo adulto; c: Eletetromicrografia de varredura da concha de um
individuo jovem; d: Concha de um individuo jovem; e: Eletromicrografia de varredura da

protoconcha; f: Detalhe da ornamentacdo da protoconcha.

Fotos: Lidiane Silva
Eletromicrografias de varredura realizadas no Museu Nacional/Universidade Federal do Rio de Janeiro.
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A caracterizagdo do sistema reprodutor foi realizada por BARROS-ARAUIJO et al. (1960)
e complementarmente, foram realizados estudos histologicos, principalmente do trato
reprodutor masculino, por REZENDE & LANZIERI (1964).

Trata-se de uma espécie ovipara e hermafrodita (BARROS-ARAUIO et al., 1960) capaz
de realizar autofecundag@o em laboratorio (SILVA et al., 2008). A eclos@o de jovens ocorre em
média 24 dias apos a oviposigdo ¢ a taxa de eclosdo ¢ baixa (SILVA et al., 2008). Essas autoras
sugeriram que B. tenuissimus apresenta sazonalidade reprodutiva.

Bulimulus tenuissimus apresenta padrao indeterminado de crescimento (SILVA et al.,
2008), existindo uma relagdo entre tamanho corporal e fecundidade nessa espécie (MEIRELES
et al.,2007).

MEIRELES ef al. (2008) observaram que a alimentagdo exerce influéncia direta sobre o
ciclo de vida dessa espécie. Além disso, essas autoras demonstraram que os individuos de B.
tenuissimus criados em isolamento, independente da alimentagdo oferecida, atingiram um
tamanho corporal maior, o que sugere que a densidade populacional pode afetar a biologia da

espécie.

2. Ciclo de Vida de moluscos terrestres

Moluscos terrestres em geral sdo oviparos, contudo, algumas espécies podem reter
ovos no interior do trato reprodutivo, sendo denominados ovoviviparos ou viviparos de
acordo com o estagio em que os embrides sdo liberados (TOMPA, 1979). Algumas espécies
apresentaram variacdo quanto ao estdgio de liberagdo da prole, podendo liberar ovos,
embrides ou jovens. Essa variagdo muitas vezes ¢ decorrente das condi¢des do ambiente, e
pode ser considerada uma estratégia para garantir maior sobrevivéncia dos jovens. Dentre os
fatores que provocam alteragdo na liberagdo da prole destacam-se as condigdes ambientais,
densidade populacional e da presenca de predadores, entre outros (HYMAN, 1969; BAUR, 1994;
HELLER, 2001).

Os pulmonados terrestres sdo hermafroditas, sendo a fertilizacdo cruzada mais
freqiiente nesses animais (HELLER, 1993). Freqiientemente a corte e copula sdo reciprocas,
com ambos os parceiros atuando como macho e fémea simultaneamente (HELLER, 2001).

Todavia, em muitas espécies observa-se a reprodugdo por autofecundacdo. A
ocorréncia desse processo varia entre as espécies, sendo regular em algumas e rara ou ausente
em outras (BESSA & ARAUJO, 1995; ALMEIDA & BESSA, 2001 a,b; SILVA et al., 2008). A
autofertilizagdo muitas vezes ¢ dificultada por mecanismos morfologicos e fisiologicos de

modo a garantir a variacdo genética das populacdes (SELANDER & KAUFMAN, 1973; LEAHY,
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1984; HELLER, 1993).Contudo, a capacidade de se auto-fertilizar ¢ uma caracteristica
importante na histéria de vida desses animais, ja que muitas vezes pode garantir a
sobrevivéncia desses animais e a re-colonizacdo do ambiente em caso de declinio
populacional (HELLER, 2001).

Aspectos da reproducdo como periodo reprodutivo, fecundidade e estratégia
reprodutiva podem variar entre as espécies e mesmo entre populagdes da mesma espécie
submetidas a condi¢des ambientais ou de densidade populacional distintas (COWIE, 1984;
STAIKOU, 1998; ALMEIDA & BESSA, 2000; Kiss et al., 2005).

A oviposi¢do pode ser anual, bianual ou continuo durante o ano, sendo muitas vezes
diretamente relacionados as condi¢des ambientais. Comumente verifica-se em moluscos
terrestres tropicais o continuo desenvolvimento do aparelho reprodutivo, bem como a
continua produgido de gametas durante o ano, embora a oviposi¢ao possa ser sazonal. Fatores
como temperatura e periodo de chuvas podem antecipar ou retardar a maturacdo desses
animais (DUNCAN, 1975).

Além do periodo reprodutivo, a fecundidade de moluscos terrestres também ¢
influenciada por fatores como temperatura (SOUTH, 1992), umidade (D’AVILA & BESSA, 2005;
DIAS et al., 2007), fotoperiodo (HOMMAY et al., 2001), altitude (BAUR & BAUR, 1988;
HAUSDORF, 2003), estrutura do substrato (D’AVILA & BESSA, 2005; JUNQUEIRA et al. 2008) ¢
localizagdo geografica da espécie (STAIKOU, 1998; HELLER, 2001).

Para a espécie Deroceras caucasicum (Simroth, 1901), Deroceras reticulatum e Arion
intermedius Normand, 1852 (Miiller, 1774) foi verificado que o tempo de incubagdo, bem
como a viabilidade dos embrides (SOUTH, 1992). Além disso, segundo esse autor a
temperatura 6tima varia de acordo com a espécie.

Para a espécie Bradybaena similaris (Férussac, 1821), por exemplo, observa-se
oviposi¢do durante todo o ano, porém a fecundidade foi mais expressiva nos periodos de
maior temperatura e pluviosidade (LEAHY, 1984; ALMEIDA & BESSA, 2001a). Para essa
espécie verificou-se a interferéncia da qualidade do substrato sobre pardmetros reprodutivos e
de crescimento (JUNQUEIRA et al., 2008). Possivelmente a capacidade de retengdo de agua dos
substratos foi o fator decisivo para o diferente desempenho dos moluscos, conforme o
verificado para Subulina octona (Brugiiiere, 1789) em estudo similar (D’AVILA & BESSA,
2005).

A umidade do substrato ¢ um fator limitante para a sobrevivéncia e a reproducao de
moluscos terrestres (COOK, 2001). Condigdes favoraveis de umidade sdo fundamentais para o

bom funcionamento de processos como a freqiiéncia cardiaca e espermiogénese, assim como
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o periodo de atividade, alimentagdo, deslocamento, producdo de ovos e desenvolvimento
embrionario (LEAHY, 1980, 1984; COOK, 2001; FURTADO et al., 2004).

Moluscos terrestres perdem agua pelo tegumento e, do mesmo modo, se reidratam
pelo tegumento através da reidratagdo por contato. A perda de 4gua sem posterior reidratacdo
pode levar a alteragdes fisiologicas, bioquimicas e comportamentais, como a modificacao do
ritmo cardiaco, locomogdo e alimentagdo, com implicagdes diretas na taxa de crescimento,
produtividade e sobrevivéncia dos animais (HODASI, 1979; COOK, 2001).

O fotoperiodo ¢ outro fator que exerce influéncia direta na biologia de moluscos
terrestres, visto que interfere diretamente nos processos metabolicos que culminam na
reproducdo (HOMMAY et al ., 2001; GARCIA & PINHEIRO, 2007).

Assim, as variagdes de temperatura, umidade e comprimento do dia que ocorrem
durante o ano, podem, portanto, regular as taxas de crescimento e o ciclo reprodutivo de
moluscos terrestres principalmente por atuarem como regulares no processo de conversao de
reservas energéticas e no controle hormonal (WAYNE, 2001; ALON et al., 2007).

Populacdes do molusco terrestre Theba pisana (Miiller, 1774) que habitam regides
geograficas diferentes apresentaram variacdo quanto a estratégia reprodutiva, observando-se
ciclo reprodutivo anual, seguido da morte dos moluscos (semelparidade) e ciclo bianual
(iteroparidade) (COWIE, 1984). O autor relaciona a plasticidade do ciclo reprodutivo dessa
espécie as condicoes climaticas, o que mostra a capacidade de adaptacdo da espécie.

Em Megalobulimus abbreviatus (Bequaert, 1948) observou-se que o ciclo reprodutivo
ocorre na primavera. Nessa espécie foi verificada a preparagdo do sistema reprodutivo no
final do inverno, sendo na primavera o principal periodo de gametogénese (HORN et al.,
2005). Segundo essas autoras, o aumento do comprimento do dia e da temperatura verificados
nesse periodo sdo fatores que estimularam a reproducao dos moluscos.

De acordo com ZANCAN & ACHAVAL (1995), no fim do inverno e primavera, as
células dos corpos dorsais do gastropode Megalobulimus oblongus (Miiller, 1774) atingem a
capacidade maxima de secre¢do. Tais células sdo responsaveis pela producdo dos hormonios
gonadotrdficos que por sua vez controlam o processo de gametogénese.

O gastropode terrestre tropical Ovachlamys fulgens (Gude, 1900) apresenta ciclo de
vida anual, com liberacdo de ovos na estagdo de chuvas (BARRIENTOS, 1998). Segundo o
autor, a liberagdo de ovos durante o periodo chuvoso pode ser uma caracteristica de espécies
de gastropodes terrestres tropicais, visto a dependéncia da umidade para desenvolvimento dos
embrides. Outras espécies tropicais como Polymita muscarum (Lea, 1834) e Polymita venusta

(Gmelin, 1792) também apresentaram ciclo reprodutivo anual (BIDART, et al., 1998).



22

A duragdo do ciclo de vida também pode variar entre os gastropodes terrestres.
Espécies tropicais, frequentemente, apresentam ciclos de vida curtos, sendo a longevidade,
muitas vezes, relacionada ao tamanho do corpo do animal (JOHNSON & BLACK, 1991). De
acordo com esses autores, espécies de pequeno tamanho corporal tendem a ter um ciclo
reprodutivo curto com duracdo de um a dois anos. Ja espécies maiores, como Achatina fulica
Bowdich 1822, apresentam tempo de vida superior a trés anos.

Segundo HELLER (2001), os pulmonados terrestres podem ser classificados em duas
categorias: aqueles com tempo de vida curto, que se reproduzem durante uma Unica estacio
podendo viver por até dois anos, ¢ aqueles com tempo de vida longo, que vivem por mais de
dois anos ¢ se reproduzem por ao menos duas estagdes. Todavia, as observagdes relatadas por
este autor se referem em grande parte a moluscos de climas temperados e ainda ndo ha uma
clara resolucdo sobre os contextos de historia de vida que favorecem estratégias com curto ou

longo tempo de vida, especialmente para as espécies de clima tropical.

3. Investimento energético na reproducio

A atividade reprodutiva de moluscos, desde a busca por parceiros até a oviposicao, ¢
dependente do sucesso de varios processos metabdlicos energeticamente dispendiosos, entre
os quais estdo incluidos elaborados comportamentos de corte, oogénese, produgdo de vitelo e
calcificacdo do ovo. Assim, este processo requer uma alta atividade metabodlica e alto
investimento de energia (TOMPA, 1984). Os moluscos geralmente acumulam energia no
periodo anterior a maturidade sexual, de modo a suprir os gastos energéticos da reprodugdo
(STEARNS, 1989).

A maturagdo das gonadas e a producdo de gametas estdo entre os processos mais
dispendiosos energeticamente (TOMPA, 1984; CHICON, 1999), sendo necessaria, portanto, a
mobilizacdo das reservas energéticas previamente acumuladas (DA SILVA & ZANCAN, 1994).
Todavia, poucos trabalhos relacionam a variagdo dos niveis de substratos energéticos ao
processo reprodutivo de moluscos terrestres (DA SILVA & ZANCAN, 1994; PINHEIRO & GOMES,
1994; AZEVEDO et al., 1996).

Diferentemente do investimento em crescimento, o investimento reprodutivo ndo
retorna para o individuo parental, sendo seus beneficios verificados em termos de sucesso
reprodutivo da prole produzida (RICKFLES, 2004). Porém, para que essa obtenha elevado
sucesso reprodutivo, faz-se necessario alto investimento energético do parental. Assim, a
quantidade de energia investida no processo reprodutivo presente torna-se um importante

traco da historia de vida, ja que a forma como os recursos sdo distribuidos esta diretamente
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relacionada ao tempo de vida do animal (STEARNS, 1989; HELLER, 1990). Geralmente
observa-se na natureza uma distribui¢do parcimoniosa da energia entre o crescimento
somatico, a reprodugdo e a longevidade das espécies, visando maior sucesso reprodutivo
(STEARNS, 1989).

A forma e a proporcdo nas quais a energia ¢ empregada, principalmente no processo
reprodutivo, sdo fatores decisivos na histéria de vida de uma espécie. Diferentes espécies, ou
populacdes da mesma espécie submetidas a diferentes condi¢cdes podem apresentar estratégias
diferentes de alocagdo dos recursos destinados a reproducgdo, levando a diferentes padroes de
historia de vida (BAUR & RABOUD, 1988; STAIKOU & LAZARIDOU-DIMITRIADOU, 1990;
MADEC ef al., 2000; JORDAENS et al., 2006). O gasto parcial ou total das reservas energéticas
leva a diferenciagdo de duas estratégias reprodutivas distintas: a semelparidade e
iteropararidade, respectivamente (HELLER, 1990; CLARK et al., 1994; HELLER, 2001).

Dentre os substratos de reserva, os carboidratos representam a fonte de energia
primaria e imediata para o desempenho das funcgdes vitais e manutengdo da homeostase.
Desse modo, as reservas de carboidratos sdo sensiveis a variagdes ao longo do ciclo de vida
(WILLIANS, 1970; STICKLE, 1975; CICHON, 1999; ROSA et al., 2004).

Em moluscos, assim como nos demais animais, os carboidratos sdo acumulados sob a
forma de glicogénio e galactogénio. O principal 6rgdo de estocagem de glicogénio ¢ a
glandula digestiva, podendo haver reservas desse também nos tecidos musculares (PINHEIRO
& GOMES, 1994). Esse polissacarideo ¢ utilizado para suprir as necessidades metabdlicas do
crescimento somatico e gonadal, além de ser precursor de outros substratos energéticos
(CLARK et al., 1994).

O galactogénio, por outro lado, ¢ restrito a glandula de albimen (FANTIN & VIGO,
1969) e utilizado nas estagdes reprodutivas, principalmente na vitelogénese (STICKLE, 1975;
GOUDSMIT, 1995). O vitelo ¢ a fonte energética que garante a sobrevivéncia do embrido e dos
jovens no periodo inicial da vida (LUBET et al. 1976; AZEVEDO et al., 1996; DREON et al.,
20006).

Por estar diretamente relacionado ao processo reprodutivo, o conteudo de galactogénio
tende a variar de acordo com o ciclo reprodutivo do animal, sendo observadas altas
concentragdes desse no periodo anterior a liberacdo de ovos (AZEVEDO et al., 1996;
GoOUDSMIT, 1995). Além disso, a sintese desse polissacarideo estd sob controle neuro-
hormonal, sendo, portanto, susceptivel a alteracdes ocasionadas pelas variagdes ambientais
(VAN ELK & JOOSEE, 1981; GOUDSMIT, 1995; WAYNE, 2001).

Ainda sdo insipientes os trabalhos avaliem a variacdo no conteido energético

provocada pela reproducdo em gastropodes terrestres. Nas espécies Helix aspersa (Miiller,
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1774) (JOOSEE, 1988) e M. oblongus (DA SILVA & ZANCAN, 1994) verificou-se um processo
de estocagem e mobilizagdo do glicogénio de acordo com o ciclo reprodutivo anual. Para tais
espécies o glicogénio foi estocado nas épocas de abundancia de alimento e mobilizado para a
gametogénese na estacdo reprodutiva do animal (DA SILVA & ZANCAN, 1994). Além disso, as
variagOes sazonais de temperatura e fotoperiodo exercem efeitos diretos na sintese-conversao
de glicogénio (MAY, 1932; AZEVEDO et al., 1996; WAYNE, 2001)

DA SILVA & ZANCAN (1994) mostraram que os niveis de glicogénio do tecido
muscular e do manto de M. oblongus apresentam-se constantes durante todo o ano, exceto no
inverno. Na glandula digestiva, entretanto, os niveis deste substrato variaram
consideravelmente apresentando maiores valores no outono e menores no inverno. Segundo
as autoras, as baixas concentragdes de glicogénio verificadas nos tecidos durante o inverno se
devem a utilizagdo deste durante a hibernagdo. Ja a variacdo dos niveis deste substrato na
glandula digestiva pode ainda ser relacionada, além do periodo de inatividade, ao ciclo
reprodutivo anual verificado nessa espécie.

Em H. aspersa observou-se diminui¢do dos niveis de glicogénio na glandula digestiva
no periodo de liberagdo de ovos (JOOSEE, 1988).

Diferentemente de moluscos terrestres, para moluscos bivalves e cefalopodes o
investimento energético durante a maturagdo sexual e liberacdo dos ovos encontram-se
melhor elucidado (BROKORDT & GUDERLEY, 2004; ROSA et al., 2004).

No bivalve Chlamys islandica (Miiller, 1776) observou-se acentuada mobilizagdo de
glicogénio do musculo adutor durante o desenvolvimento gonadal e desova, o que por sua vez
leva a redugdo da atividade das enzimas glicogénio-fosforilase e octopina-desidrogenase. As
autoras sugeriram que a redu¢do da atividade enzimatica deve-se a auséncia de sitios de
ligacdo, ja que houve a mobilizagdo do glicogénio (BROKORDT & GUDERLEY, 2004).

Para cefalopodes, a variagdo nos substratos energéticos em relagdo ao ciclo de vida e a
sazonalidade, encontra-se atualmente mais esclarecidas do que para moluscos terrestres. Isso,
por serem os cefalopodes de significativa importancia econdmica ¢ também devido a
estratégia de historia de vida que apresentam (ROSA et al., 2004). Por serem semélparos, o
investimento reprodutivo nesses animais tende a ser mais evidente (CLARK et al., 1994; ROSA
et al., 2005).

No cefalopode Octopus vulgaris Cuvier, 1797, houve significativo aumento na
concentracdo de glicogénio nas gonadas durante a maturagdo sexual, enquanto houve
diminui¢do acentuada da concentragdo desse na glandula digestiva. Porém, ndo foram
estabelecidas evidéncias de direcionamento energético, de um 6rgdo a outro, durante a

maturacgdo através da analise bioenergética total (CLARK et al., 1994). Para Octupus defilippi
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Verany, 1851, entretanto, ndo foi verificada alteragdo na concentragdo de glicogénio de
animais jovens e adultos. Para ambas as espécies, ndo se verificou a mobilizacdo desse
polissacarideo dos musculos para o trato reprodutivo (CLARK ef al., 1994).
lllex coindetii (Verany, 1837) e Todaropsis eblanae (Ball, 1841) registrou-se que o
conteido energético das gonadas ¢ grandemente afetado pela maturacdo sexual,
principalmente nas fémeas. Na glandula digestiva e tecido do manto, todavia, ndo foram
observadas alteracdes consideraveis entre os sexos e¢ entre individuos imaturos e adultos

(RosA et al., 2005).
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CAPITULO I

HISTORIA DE VIDA DE Bulimulus tenuissimus (D’ORBGNY, 1835) (MOLLUSCA,
BULIMULIDAE) EM LABORATORIO

RESUMO

Apesar da sua grande diversidade, as estratégias de historia de vida de moluscos terrestres
ainda sdo pouco estudadas, principalmente no que se refere a espécies da malacofauna nativa.
Desse modo, objetivou-se com esse estudo conhecer a historia de vida da espécie nativa
Bulimulus tenuissimus com base em aspectos reprodutivos, de crescimento ¢ sobrevivéncia,
bem como verificar o efeito do isolamento sobre tais aspectos. Para tanto, foi realizado o
acompanhamento do ciclo bioldgico de 240 moluscos, dos quais 120 foram mantidos em
grupos (Agrupados) e 120 foram mantidos em isolamento (Isolados). Para ambos os
tratamentos, foi determinada a duracdo das fases Jovem, Adulta ¢ Senescente, e verificados o
padrdo de crescimento, a fecundidade ao longo do ciclo e em cada fase da vida, bem como a
longevidade. Os animais foram mantidos em terrarios plasticos, contendo terra vegetal
esterilizada como substrato, vedados com tecido de algoddo. A alimenta¢do dos moluscos foi
feita com ragdo para aves em crescimento, enriquecida com carbonato de calcio. Durante todo
o periodo de acompanhamento realizou-se o umedecimento dos terrarios com agua de torneira
e reposta a alimentagdo. Observou-se que o isolamento ocasionou redugdo da fecundidade e
da longevidade e prolongou a duragdo da fase Jovem. A sazonalidade reprodutiva da espécie
foi confirmada e verificaram-se trés ciclos reprodutivos durante a vida para Agrupados e um
para Isolados, demonstrando a alterag@o da estratégia reprodutiva em condi¢do de isolamento.
Bulimulus tenuissimus apresentou grande plasticidade na forma de alocagdo de energia entre
crescimento, reproducdo e sobrevivéncia, de acordo com a condi¢do de criagdo, o que pode
ser um indicio da capacidade de adaptacdo da espécie frente a adversidades no ambiente
natural.

Palavras-Chave: crescimento, molusco terrestre, plasticidade, sazonalidade reprodutiva.
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INTRODUCAO

Os moluscos constituem o terceiro maior grupo de animais em diversidade, sendo a
classe Gastropoda a unica a obter sucesso na invasdo do ambiente terrestre. Apenas o0s
Stylommatophora, dentre eles a espécie Bulimulus tenuissimus (d’ Orbigny, 1835), vivem
exclusivamente nesse tipo de ambiente em todas as fases do desenvolvimento (SIMONE,
2006).

Bulimulus tenuissimus (Fotografia 3) ¢ uma espécie da malacofauna brasileira de
importancia econdmica e parasitologica (THIENGO & AMATO, 1995; SIMONE, 1999), podendo
atuar na transmissdo de helmintoses para animais domésticos ¢ como praga de vegetais
cultivados (THIENGO & AMATO, 1995; AGUDO, 2006). Além disso, possui distribui¢ao
geografica ampla (LANGE-DE-MORRETES, 1949; SIMONE, 2006), o que torna importante o
conhecimento dos aspectos bioldgicos que possam vir a contribuir com estratégias de
conservagdo ou controle dessa espécie.

Essa espécie apresenta ¢ ovipara (BARROS-ARAUIJO ef al., 1960) e liberacdo sazonal
de ovos (SILVA et al., 2008). Apresenta padrdo de crescimento indeterminado e ¢ capaz de
realizar autofecundagao (SILVA et al., 2008).

De maneira geral, assim como para B. tenuissimus, trabalhos que enfatizem aspectos
reprodutivos e de crescimento, visando o esclarecimento da historia de vida de moluscos
terrestres tropicais e principalmente espécies nativas sdo escassos na literatura (BARRIENTOS,
1998; BIDART ef al., 1998; ALMEIDA & BESSA, 2001; JOHNSON & BLACK, 2001; CARVALHO et
al., 2008).

O estudo dos parametros de crescimento, bem como os aspectos reprodutivos de uma
determinada espécie € importante, pois pode esclarecer como essa distribui a energia ao longo
do seu ciclo de vida (HELLER, 2001). A forma como ocorre a distribui¢cdo de recursos implica
diretamente no tempo de vida. Assim, a exaustdo das reservas devido a altas taxas de
crescimento e o alto esfor¢o reprodutivo podem levar a morte do animal (STEARNS, 1989).

Desse modo, foi objetivo desse estudo caracterizar a historia de vida de B. fenuissimus
com base em aspectos do crescimento, reproducdo e longevidade, bem como verificar

alteracdes provocadas pelo isolamento sobre esses parametros.
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Fotografia 3. Bulimulus tenuissimus a: Vista do animal; b: Vista da concha.

Fotos: Lidiane Silva

MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencao dos animais, local e periodo dos experimentos

Os moluscos utilizados nesse estudo foram obtidos de uma criagdo matriz existente no
Laboratério de Biologia de Moluscos do Museu de Malacologia Prof. Maury Pinto de
Oliveira, da Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora, Minas Gerais,
(21°45°13"/21°46°13"S e 43°21°19"/43°22°15"W). Os experimentos foram realizados no
Laboratorio de biologia de Moluscos do referido museu entre os meses de maio de 2005 a
fevereiro de 2008.

Alguns espécimes foram dissecados para a confirmacdo do taxon e depositados no

Museu de Malacologia Prof. Maury Pinto de Oliveira (registro: MM 3688).

2.2. Acondicionamento dos moluscos

Os animais foram acondicionados em terrarios plasticos grandes (14 cm de diametro e
9 cm de profundidade) ou pequenos (9 cm de didmetro e 6 cm de profundidade) (Fotografia
4a), vedados com tecido de algodao (voal) e elastico de escritorio. Cada terrario continha
como substrato 3 cm de terra vegetal esterilizada (120° C/1 hora), umedecida com

aproximadamente 10 ml de dgua de torneira.
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Os moluscos foram alimentados com uma mistura de ra¢do para aves enriquecida com
carbonato de calcio (na proporcao 3:1) (OLIVEIRA et al., 1968; BESSA & ARAUJO, 1995). A
mesma foi fornecida em recipientes plasticos de 3 cm de didmetro para evitar contato com o
substrato (Fotografia 4b). Em dias alternados fez-se a reposicdo do alimento, bem como o

umedecimento do substrato.

2.3. Condic¢oes de temperatura e fotoperiodo

O estudo foi conduzido em condi¢des naturais de temperatura e umidade relativa do
ar, as quais foram anotadas diariamente (Termdmetro maxima-minima e Higrometro seco-

umido) (Inconterm® Industria de Termdmetro Ltda).

2.4. Reproducio

2.4.1. Duracao das fases de vida

A atividade reprodutiva foi o critério estabelecido para delimitagcdo das fases Jovem e
Adulta e entre Adulta e Senescente. Assim, a fase Jovem correspondeu ao periodo entre o
nascimento e 0 momento da realizagdo da primeira postura, a fase Adulta, o periodo entre a
primeira e a ultima postura, e a fase Senescente, o periodo entre a ltima postura e a morte

dos moluscos.

2.4.2. Atividade Reprodutiva e Fecundidade

Para avaliar os parametros reprodutivos 120 moluscos da espécie B. tenuissimus foram
mantidos em terrarios grandes, distribuidos em grupos de 10 individuos em cada terrario
(Agrupados), desde a eclosdo até a morte dos animais.

Registraram-se para esse tratamento o tempo para inicio da atividade reprodutiva, a
fecundidade, expressa pelo numero total e médio de posturas e ovos, € 0 nimero médio de
ovos por molusco. O inicio da atividade reprodutiva foi verificado através de observagdes

diarias da presenga de posturas no terrario.
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2.4.3. Taxa de eclosio e sazonalidade reprodutiva

Todos os ovos encontrados nos terrarios foram retiradas, quantificadas e transferidas
para novos terrarios identificados de modo a estabelecer a taxa de eclosdo (Fotografia 4c).

A ocorréncia de sazonalidade reprodutiva foi avaliada através de calculo da
fecundidade mensal (nimero de posturas e de ovos/ més) de modo a estabelecer o periodo do
ano no qual ocorre concentragdo da atividade reprodutiva.

Avaliou-se também o numero de ciclos reprodutivos durante a vida, bem como

altera¢des na fecundidade e na eclodibilidade durante o ciclo de vida.

2.5. Crescimento

A intervalos de 15 dias, a partir do primeiro dia do experimento, foram registradas
medidas do comprimento da concha utilizando um paquimetro Kanon (Mardened Stainless
1/28 in 1/20 mm), de modo a verificar o crescimento médio dos individuos nos primeiros 180
dias (Fotografia 4d). Apos esse periodo os animais passaram a ser medidos mensalmente até o
final do experimento.

Avaliou-se a varia¢ao na taxa de crescimento (mm/dia) dos animais durante o ciclo de
vida e em cada fase da vida.

O comprimento da concha também foi registrado no inicio da atividade reprodutiva e

no dia da morte dos moluscos.
2.6. Fecundidade versus tamanho corporal

Para avaliar a existéncia de relacdo entre o tamanho do corpo e a fecundidade foi
realizada uma correlag@o entre o numero de ovos produzidos/molusco e o tamanho do animal
no momento da liberagdo desses ovos.
2.7. Longevidade

A longevidade da espécie foi determinada através da constatagdo da morte através

observagdes diarias dos terrarios. Foram avaliadas a taxa de mortalidade mensal ao longo do

ciclo e em cada fase da vida.
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2.8. Efeito do isolamento sobre a reproducio, crescimento e longevidade

Para determinar o efeito do isolamento sobre a reproducao, crescimento e longevidade
de B. tenuissimus, 120 moluscos foram mantidos isolados em terrarios plasticos pequenos até
a morte dos animais (Isolados).

Para esse tratamento também foi feita a delimitacdo das fases da vida, seguindo
mesmos critérios adotados para Agrupado, e avaliados os mesmos parametros reprodutivos,

de crescimento e longevidade.

2.9. Analise Estatistica

Para comparagdo dos parametros de crescimento, reprodutivos e mortalidade dos
moluscos mantidos Agrupados e Isolados, utilizou-se o teste de Mann-Whitney. O teste de
Regressao Linear Simples foi utilizado para correlacionar o tamanho corporeo e fecundidade

dos animais. Pra todos os testes adotou-se o nivel de significancia de 0,05.
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Fotografia 4. a: Terrarios grande e pequeno utilizados para criagdo dos moluscos da espécie
Bulimulus tenuissimus; b: Individuos se alimentando; c: Posturas parcialmente

desenterradas; e: Medigdo do comprimento da concha.
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RESULTADOS

Reproducao

3.1. Duracao de cada fase do desenvolvimento de Bulimulus tenuissimus

A duragdo de cada fase variou entre Agrupados e Isolados. O Grafico 5 demonstra a
duragdo média de cada uma das fases.

A duragdo da fase Jovem de Agrupados foi de 160,20 dias £ 103,60. Ja para os
Isolados a duragdo dessa fase foi significativamente maior, 474,30 dias = 56 (Z= 4,37; p=
0,0001), o que evidencia que o isolamento causou aumento do tempo para inicio da
oviposicao (Grafico 5).

Do mesmo modo, houve diferenca significativa entre a duracdo da fase Adulta dos
tratamentos. Porém, nesse caso, a duracao da fase Adulta de Agrupados foi maior (Z= 3,27;
p=0,0011). A duragdo média da fase Senescente também foi estatisticamente maior para os

moluscos mantidos em condi¢do de agrupamento (Z= 2,5; p= 0,01) (Grafico 5).
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Grafico 5 — Duragao das fases da vida (Jovem, Adulta e Senescente) de Bulimulus tenuissimus
mantidos em condigdes de agrupamento ¢ isolamento, desde o nascimento.
* Médias seguidas de letras desiguais diferem significativamente de acordo com o teste de

Mann-Whitney (p < 0,05).
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3.2. Atividade Reprodutiva

3.2.1. Fecundidade

A fecundidade de B. tenuissimus observada em ambos os tratamentos diferiu, sendo
muito reduzida pelo isolamento (Z= 3,40; p= 0,0001). Pode-se observar na Tabela I a

fecundidade para os dois tratamentos.

Tabela I — Fecundidade de Bulimulus tenuissimus mantidos Agrupados e Isolados durante o
ciclo de vida (niumero total de ovos, minimo, maximo, média/postura + desvio padrio ¢

média/molusco + desvio padrio).

Fecundidade
Tratamentos Média'/Postura + Média'/Molusco
Total de Ovos Minimo Maximo
Desvio Padrao + Desvio Padrao
Agrupados 19.916 6 252 58,30a + 42,5 16,00a + 4
Isolados 1.294 1 53 14,76 + 12,76 9,00b + 6

1- Médias seguidas de letras desiguais diferem significativamente de acordo com o teste de

Mann-Whitney (p < 0,05).

3.2.2. Sazonalidade reprodutiva

A atividade reprodutiva da espécie concentrou-se nos meses correspondentes as
estagoes de primavera/verdo (Grafico 6), sendo observados trés ciclos reprodutivos durante a
vida. Entretanto, observou-se produgdo de ovos, embora reduzida, em outros meses do ano.

A producdo de ovos diferiu significativamente nos trés ciclos reprodutivos (H=13,12;
p=0,002 ¢ H=11,04; p=0,004, para posturas ¢ ovos, respectivamente). A fecundidade no
terceiro ciclo reprodutivo foi estatisticamente menor que no segundo (t=10,9; p=0,002 e
t=10,5; p=0,002, para posturas e ovos, respectivamente) e no primeiro (t=12,95; p=0,004 ¢
t=11,05; p=0,01, para posturas e ovos, respectivamente). Entre o primeiro e segundo ciclos
reprodutivos ndo foi estabelecida diferenca entre o numero de posturas (t=2,03; p=0,65) e o

namero de ovos produzidos (t=0,55; p=0,9).
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Grafico 6 — Numero mensal de posturas realizadas por Bulimulus tenuissimus Agrupados,
desde o nascimento, temperatura média (° C) e umidade relativa do ar média (%) no periodo

de agosto de 2005 a janeiro de 2008.

Os moluscos Isolados apresentaram apenas um ciclo reprodutivo, o qual ocorreu nos
meses de primavera/verdo (setembro a janeiro de 2006) conforme verificado para Agrupados
demonstrando que o isolamento ndo influenciou o periodo reprodutivo, embora tenha causado

efeitos negativos na fecundidade.

3.2.3. Taxa de eclosao

A taxa de eclosdio para Agrupados foi de 53,00 + 18,00%, sendo esta
significativamente maior que a dos Isolados (Z=3,00; p=0,002). Para esse ultimo, a taxa de
eclosao foi de 16,00 + 10,00%.

Para Agrupados, ndo se verificou diferenca entre a taxa de eclosdo dos trés ciclos
reprodutivos (H= 6,00; p=0,05). As taxas de eclosdo foram 56,10 = 29,00%, 71,3 = 12,5% ¢
58,2 + 35% para o primeiro, segundo e terceiro ciclo, respectivamente. Fica evidente com
esse resultado que, embora tenha sido consideravelmente reduzida a produgdo de ovos com a

idade, ndo houve alteracoes na eclodibilidade destes.
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Crescimento

3.4. Crescimento médio de Bulimulus tenuissimus

A espécie B. tenuissimus apresentou um padrao de crescimento indeterminado, com
tendéncia a desaceleragdo deste, principalmente apds o inicio da oviposi¢do, para Agrupados
e Isolados (Figura 1.3).

O tamanho médio dos individuos Agrupados no final do experimento foi de 22,8 mm
+ 0,3 (Graficos 7 e 8) ¢ a taxa de crescimento dos moluscos maior na fase Jovem (0,09
mm/dia). Nas fases Adulta e Senescente houve redugdo da taxa de crescimento sendo essas de
0,01 mm/dia e 0,005 mm/dia, respectivamente.

Os individuos Isolados atingiram tamanho corporal maior que Agrupados,
apresentando 25,45mm =+ 1,56 no ultimo dia de vida (Z=2,20; p=0,03). Porém, a taxa de
crescimento dos moluscos em ambos os tratamentos, durante o ciclo de vida, nao diferiu
estatisticamente (Z= 0,70; p=0,50), demonstrando que a condigdo ndo interfere nesse
parametro (Grafico 7). O maior tamanho dos Isolados deve-se provavelmente ao maior
investimento em crescimento obtido em um periodo de fase Jovem maior. As taxas de
crescimento de Isolados foram 0,05 mm/dia, 0,006 mm/dia, 0,005 mm/dia, nas fases Jovem,
Adulta e Senescente, respectivamente. A fotografia 9 mostra conchas de individuos de B.
tenuissimus em cada fase da vida.

Todavia, houve diferenca estatistica no tamanho da concha de individuos Agrupados e
Isolados no inicio da atividade reprodutiva (Z=6,50; p=0,0001) e ao final do ciclo de vida
(Z=2,17; p=0,03) (Grafico 10). No primeiro dia de vida o comprimento da concha dos
moluscos ndo diferiu (Z=0,51; p=0,61). O maior comprimento da concha de Isolados nessas
duas etapas da vida deve-se ao maior investimento em crescimento ocasionado pela maior

duracdo da fase Jovem.
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Grafico 7 - Crescimento médio de Bulimulus tenuissimus mantidos em condi¢des de
agrupamento e isolamento desde o nascimento (setas indicam idade média na primeira postura

dos moluscos, —* Agrupados e — Isolados).
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Fotografia -. Concha de Bulimulus tenuissimus a: Jovem; b: Adulto; c: Senescente.
Fotos: Lidiane Silva
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Grafico 10 — Comprimento da concha de Bulimulus tenuissimus mantidos em condicao de
agrupamento e isolamento em trés diferentes fases do desenvolvimento (I — Tamanho da
concha no primeiro dia de vida, Il — Tamanho da concha na primeira postura e III — tamanho
da concha no ultimo dia de vida).

* Médias seguidas de letras desiguais diferem significativamente de acordo com teste de
Mann-Whitney (p < 0,05).
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3.5. FECUNDIDADE versus TAMANHO CORPORAL

O teste de regressdo linear simples mostrou ser significativa a correlacdo entre
comprimento da concha e nimero médio de ovos produzidos pelos Isolados (F =5,95;
p=0,026) (Grafico 11). Nao foi verificada tal correlacdo para os animais Agrupados (F=2,94;
p=0,08 - Y=15,90 + 0,06x).
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Grafico 11 - Relagdo entre nimero médio de ovos produzidos e comprimento da concha (mm)
dos individuos de Bulimulus tenuissimus, mantidos em condi¢do de isolamento, desde o

nascimento.
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3.6. Longevidade

3.6.1 Percentual de mortalidade ao longo do ciclo de vida

Bulimulus tenuissimus, quando mantido em condicao de agrupamento, apresentou o
tempo maximo de vida de 990 dias. Apds esse tempo, o nimero de animais sobreviventes
(dois moluscos por grupo) foi insuficiente para qualquer tipo de andlise, sendo assim definido
o término para avaliacdo da longevidade da espécie.

O isolamento reduziu o tempo maximo de vida dos animais para 870 dias, sendo esta
avaliagdo também encerrada quando o nimero de sobreviventes chegou a dois moluscos por
grupo. O percentual de mortalidade durante todo periodo avaliado pode ser observado no

Graficol2.
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Graficol2 — Percentual de mortalidade de Bulimulus tenuissimus, mantidos sob condi¢do de

agrupamento e isolamento, ao longo do ciclo de vida.

3.6.1 Percentual de mortalidade nas fases do desenvolvimento

A mortalidade foi significativamente mais elevada para os moluscos isolados na fase
Jovem (Z= 4,10; p= 0,0001) e na fase Senescente (Z= 3,10; p= 0,002). Contudo, na fase
Adulta verificou-se mortalidade maior dos animais Agrupados (Z= 2,60; p= 0,01) (Grafico
13).
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Grafico 13 — Percentual de mortalidade de Bulimulus tenuissimus mantidos sob condi¢des de
agrupamento e isolamento, nas fases Jovem, Adulta e Senescente.
* Letras desiguais demonstram diferenca significativa de acordo com o teste de Mann-

Whitney (p < 0,05).

Discussao

Como os demais animais, os moluscos utilizam os recursos energéticos acumulados
durante a vida para a manutencdo da homeostase, crescimento somatico, reprodugdo e
sobrevivéncia. Tais recursos devem, entretanto, ser distribuidos entre os processos vitais de
maneira a obter a maximizagdo do sucesso reprodutivo (RAUT & PANIGRAHI, 1988; CICHON,
1999; HELLER, 2001). A forma com que ocorre essa distribuicdo pode ser observada através
dos parametros da historia de vida avaliados foi evidenciado que tais pardmetros foram
intimamente relacionados e dependentes da forma de criagdo dos moluscos.

Para delimitagdo das fases de vida em moluscos terrestres, comumente utiliza-se o
desenvolvimento do trato reprodutor a partir de estudos anatomicos ¢ histologicos, ndo sendo
encontrada na literatura a caracterizagdo e duragdo de fases da vida baseados em pardmetros
bioldgicos (HOMMAY et al., 2001). Desse modo, a atividade reprodutiva foi proposta como
critério para delimitacdo das fases Jovem, Adulta e Senescente, podendo ser utilizada para
trabalhos similares com outras espécies.

A senescéncia se caracteriza por alteragdes de fatores fisicos, comportamentais,
fisiologicos e metabdlicos e ndo somente a idade do animal (CONFORT, 2008). Considerou-se,
nesse estudo, o periodo da vida apos o Ultimo evento reprodutivo até a morte dos moluscos

como sendo a fase de senescéncia. Foi considerado como critério, a auséncia de atividade
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reprodutiva, por esta representar um forte indicio da reducdo das reservas energéticas dos
animais, os quais passam a utilizar toda energia para manuten¢do dos processos vitais
(CONFORT, 2008).

Ficou evidente através dos resultados obtidos que a duragdo tanto da vida quanto de
cada fase de desenvolvimento pode apresentar variagdes ocasionadas por fatores adversos. No
caso deste estudo, o isolamento atuou como fator para alteracdes, as quais possivelmente
podem estar relacionadas a estratégias de alocacdo de recursos distintas, de acordo com a
condic¢do sob a qual esta submetido.

Quando mantidos em condi¢des propicias a reprodugdo (agrupamento), os moluscos
iniciaram a produgdo e liberacdo de ovos em um tempo mais curto, 0 que conseqiientemente
leva a um periodo Jovem curto e tempo de vida Adulta maior. Ao contrario, houve o aumento
consideravel da fase Jovem, com redugdo do tempo de vida Adulta. A fase Senescente
mostrou-se dependente da duragdo das fases de vida anteriores, estando diretamente
relacionada ao investimento de energia entre crescimento e reproducdo nas fases Jovem e
Adulta.

A distribuicdo dos recursos entre o crescimento e a reproducdo apresentou-se
inversamente relacionada em Agrupados e Isolados. A fecundidade foi maxima para os
moluscos Agrupados, os quais, entretanto, apresentaram crescimento menor que os Isolados.
Esses atingiram maior tamanho corporal, porém com consideravel redu¢cdo da fecundidade.
Esses resultados estdo de acordo com os verificados para outros moluscos como Bradybaena
similaris (FERUSSAC, 1821), os quais apresentaram maior crescimento e menor fecundidade
quando mantidos em isolamento (ALMEIDA & BESSA, 2001). Para B. tenuissimus verificou-se
a reducdo do tamanho final da concha quando mantidos em agrupamento (MEIRELES et al.,
2008).

A variacdo nas taxas de crescimento de acordo com a fase da vida foi registrada para
espécies de moluscos terrestres (SOUTH, 1992; HOMMAY et al., 2001). Para lesmas dos
géneros Limax e Arion foram estabelecidas trés fases de vida, com base em estudos das
gbnadas: uma fase infantil, na qual foi registrado crescimento rapido, uma fase jovem, com
crescimento lento e uma fase adulta com crescimento minimo. O crescimento de B.
tenuissimus, independente da condi¢do na qual foi mantido, foi similar ao verificado para
essas espécies, apresentando altas taxas de crescimento na fase Jovem, baixas, na vida Adulta
e crescimento muito reduzido na Senescéncia.

Do mesmo modo, independente da condicdo de criagcdo dos moluscos, verificou-se o

padrio de crescimento indeterminado. SILVA et al. (2008) ja haviam mencionado esse padrdo
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de crescimento para individuos de B. tenuissimus criados em grupos. Os resultados obtidos
mostraram que o isolamento ndo interferiu no padrao de crescimento.

Esse padriao de crescimento parece ser 6timo quando a fecundidade aumenta com o
tamanho do corpo. Desse modo, o crescimento ap6s o inicio da oviposi¢do ndo prejudica o
sucesso reprodutivo ja que este ¢ compensado pelo aumento da producdo de ovos, garantida
pelo maior tamanho do corpo (CICHON, 1999; HELLER, 2001; NORTON & BRONSON, 2005).

Esses dois pardmetros do ciclo de vida estdo intimamente relacionados em moluscos
terrestres, sendo verificado para espécies como Cepaea nemoralis (Linné, 1758), para a qual o
nimero de ovos por postura aumentou em 3 ovos para cada 1 mm de aumento do tamanho da
concha do parental (WOLDA, & KREULEN, 1973). Para Subulina octona (Brugiiiére, 1789) foi
verificada correlag@o positiva entre peso ¢ comprimento da concha e produgédo de ovos, a qual
esta provavelmente relacionada ao crescimento do trato reprodutor (D’AVILA & BESSA, 2005).

Em B. tenuisimus estabeleceu-se uma relacdo diretamente proporcional entre o numero
médio de ovos e comprimento da concha para individuos Isolados, o que ndo foi verificado
para Agrupados. Contudo, Agrupados que apresentaram grande fecundidade atingiram um
tamanho menor no inicio da atividade reprodutiva e ao final do ciclo. Assim, sugere-se, que 0
aumento da fecundidade através do aumento corporeo ocorra apenas na autofecundacdo nessa
espécie, como uma estratégia para aumentar o ganho em sucesso reprodutivo.

Foi evidenciado que a atividade reprodutiva da espécie € concentrada em uma €poca
do ano. SILVA ef al. (2008) sugeriram que B. tenuissimus apresenta sazonalidade reprodutiva,
o que se confirma com os resultados obtidos. Foram observados trés ciclos reprodutivos para
moluscos Agrupados ¢ um ciclo reprodutivo para Isolados, porém em ambos os tratamentos a
atividade reprodutiva foi sazonal. Foi observada a liberagdo de ovos em outros meses do ano,
mesmo que em numero infimo. Sugere-se que as condig¢des laboratoriais, com umidade do
substrato e alimentacdo constantes, podem ter favorecido a liberacdo de ovos fora da época
reprodutiva.

A sazonalidade reprodutiva ja foi descrita para moluscos em todos os ambientes,
sendo essas muitas vezes relacionadas a fatores como temperatura, pluviosidade e fotoperiodo
(LEAHY, 1984; UDAKA et al., 2007). Em Megalobulimus abbreviatus (Bequaert, 1948)
registrou-se a ocorréncia de ciclos reprodutivos anuais, com a atividade reprodutiva
concentrada na primavera (HORN et al., 2005). Esses autores sugerem que as mudancas
ambientais, como aumento do comprimento do dia e da temperatura, que acontecem nessa
estacdo, podem controlar a sazonalidade reprodutiva da espécie.

A temperatura e o fotoperiodo sdo os principais fatores ambientais relacionados a

reproducdo em moluscos (SOUTH, 1992; HOMMAY et al., 2001; HORN et al., 2005). Tais
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fatores podem atuar como reguladores dos processos fisiologicos que culminam na libera¢ao
de ovos, visto que o processo reprodutivo ¢ dependente de mecanismos endocrinos, 0s quais
sdo diretamente influenciados por estimulos externos (WAYNE, 2001). A autora sugere que
esses fatores estejam diretamente relacionados a conversdo das reservas energéticas que serao
destinadas a reprodugao.

Em moluscos terrestres tropicais, o crescimento do aparelho reprodutivo,
espermatogénese e maturagdo sao processos geralmente continuos, embora a oviposi¢ao possa
ser sazonal (DUNCAN, 1975). A produgdo de gametas parece ser continua em B. tenuissimus
com liberagdo sazonal dos ovos, o que se confirma pela liberagdo desses, em periodos do ano
que ndo o reprodutivo. Porém, sdo necessarios estudos histologicos do trato reprodutor ao
longo do tempo de vida para esclarecer se a gametogénese ¢ continua durante o ano.

A espécie apresentou trés ciclos reprodutivos durante a vida, sendo a producgao de ovos
relacionada a idade dos animais. Observou-se que a producdo de ovos pela espécie ¢
inicialmente baixa, seguida por uma produgdo de ovos pronunciada e reduzida no tltimo ciclo
reprodutivo, apds o qual cessa. A reducdo da fecundidade com o aumento da idade foi
registrada para outros moluscos terrestres como B. similaris (CARVALHO et al., 2008), a qual
apresentou um padrao reprodutivo similar ao verificado no presente estudo.

A redugdo de fecundidade no periodo final do ciclo de vida parece ser uma estratégia
da espécie de modo a garantir a sobrevivéncia. O processo reprodutivo gera um grande
estresse metabolico, visto que grande parte da energia acumulada serd gasta na producdo de
gametas. A reducdo ou mesmo a interrupcdo da atividade reprodutiva garante energia
disponivel ao funcionamento do organismo e, com isso, a sobrevivéncia (TOMPA, 1984; ROSA
et al.,2004).

Embora a idade tenha ocasionado redugdo da producdo de ovos, ndo afetou o sucesso
reprodutivo, visto que ndo alterou a taxa de eclosdo dos jovens. O isolamento, entretanto,
ocasionou a redu¢do da eclodibilidade, como ja havia sido registrados por SILVA et al. (2008).
Porém, essas autoras verificaram influéncia da idade sobre a taxa de eclosdo, contrariamente
ao registrado no presente estudo.

O tempo de vida foi dependente dos demais parametros da historia de vida de B.
tenuissimus. Agrupados apresentaram tempo de vida maior, possivelmente devido a
distribuicdo mais homogénea dos recursos ao longo da vida. O isolamento exerceu efeito
sobre a longevidade da espécie com redu¢do do tempo de vida.

Evidenciou-se que a espécie pode de acordo com as condi¢des, modificar a estratégia
de alocag@o dos recursos acumulados, com maior ou menor dispéndio desses entre o esfor¢o

reprodutivo, o crescimento e a longevidade. A capacidade de se adequar a condi¢des externas
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através de altera¢des dos pardmetros do ciclo de vida, como o verificado para B. tenuissimus,
¢ denominada plasticidade e ja foi relatada para outros gastropodes terrestres (COWIE, 1984;
STAIKOU, 1998; Kiss et al., 2005).

Diferentes espécies ou uma mesma espécie submetida a condi¢gdes ambientais
distintas, como B. tenuissimus, podem apresentar diferentes formas de alocacdo de recursos e
distribuicdo desses ao logo do seu ciclo de vida, levando a estratégias reprodutivas
diferenciadas. O investimento em mais de um ciclo reprodutivo durante a vida denomina-se
iteroparidade. O contrario, ou seja, o direcionamento de grande parte ou toda energia
acumulada em uma unica estac¢do reprodutiva e o que pode levar ao término do seu tempo de
vida, levando ndo coexisténcia de filhotes com parentais, ¢ denominado semelparidade
(STEARNS, 1976; HELLER, 2001).

De acordo com os resultados obtidos, individuos de B. tenuissimus mantidos
Agrupados adotaram a iteroparidade como estratégia reprodutiva. Nessa condi¢ao houve uma
distribuicdo parcimoniosa dos recursos durante a vida, o que garantiu sobrevivéncia e
fecundidade maximas. Entretanto, quando mantida em isolamento a espécie apresentou
apenas um ciclo reprodutivo, com a posterior morte dos animais, provocando, portanto, uma
alteracdo da estratégia reprodutiva. Outras espécies, como Theba pisana (Miiller, 1774)
(HELLER, 1982), Cepaea vindobonensis (Férussac, 1821) (STAIKOU, 1998) e Xeropicta
derbentina (Krynicki, 1836) (Kiss et al., 2005) apresentaram essa variacdo no ciclo de vida,
principalmente devido a condigdes climaticas e alteragdes na densidade populacional. O
isolamento, portanto, atuou como uma pressao capaz de provocar a modificacao da estratégia
reprodutiva nessa espécie.

Bulimulus tenuissimus apresentou um ciclo de vida longo, estando de acordo com o
estabelecido para outros pulmonados terrestres (HELLER, 1990; 2001). Segundo essa
classificagdo, espécies com ciclo longo, t€ém tempo de vida superior a dois anos e dois ou mais
ciclos reprodutivos durante a vida. Entretanto, vale ressaltar, que tal classificacdo foi
estabelecida para espécies de clima temperado, sendo que, para as espécies de clima tropical,
os padroes de historia de vida que favorecam uma dessas estratégias ainda ndo estdo
devidamente estabelecidos.

Bulimulus tenuissimus exibiu plasticidade do ciclo de vida, sendo capaz de alterar o
investimento de energia entre o crescimento e a reproducao, investindo mais ou menos nesses
parametros. Observou-se alteracdo da estratégia reprodutiva, de acordo com a condigdo na
qual foi submetida. Tais modificagdes sdo um indicio da adaptacdo dessa espécie a condigdes

adversas no ambiente natural.
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CAPITULO 11

VARIACAO DAS RESERVAS ENERGETICAS EM Bulimulus tenuissimus
(D’ORBIGNY, 1835) (MOLLUSCA, BULIMULIDAE) DE ACORDO A IDADE

RESUMO

Os recursos utilizados pelos moluscos para a realizagdo dos processos metabolicos sdo
acumulados sob forma de glicogénio e galactogénio. Tais polissacarideos sdo estocados
principalmente no periodo anterior a maturidade sexual, podendo ocorrer a mobilizagdo
desses para o trato reprodutivo durante a maturagdo sexual e liberacdo de ovos. Objetivou-se
com esse estudo avaliar as alteragdes na concentracdo de glicogénio e galactogénio entre as
fases Jovem, Adulta e Senescente de Bulimulus tenuissimus. Para tal, moluscos foram
dissecados para obtencdo dos tecidos da glandula digestiva e massa cefalopediosa e da
glandula de albumen para analise da concentra¢do de glicose e galactose. Diferentemente ao
verificado em outros moluscos terrestres, houve acimulo de glicogénio na glandula digestiva
durante as fases Jovem e Adulta, o que sugere que ndo ocorre mobilizagdo dessa reserva
durante o processo reprodutivo. Sugere-se que a energia utilizada para realizagdo de tal
processo seja proveniente do consumo de alimento. Os individuos senescentes apresentaram
baixas concentracdes de glicogénio na glandula digestiva e massa cefalopediosa,
possivelmente devido a reducgdo da atividade e com isso a redug@o da ingestdo de alimento, o
que leva a uma maior degradacdo da energia acumulada. Além disso, observou-se que as
reservas de glicogénio dos musculos sdo disponibilizadas e degradadas tanto na fase Adulta
quanto na fase Senescente. Na fase Adulta houve reducdo do conteudo de galactogénio, o que
sugere a sua mobilizagc@o para a producdo de ovos. Pode-se concluir com esse estudo, que o
conteido de polissacarideos avaliados varia de acordo com a idade, sendo o estado

reprodutivo dos moluscos a possivel causa dessa variagao.

Palavras-Chave: Galactogénio, glicogénio, fase do desenvolvimento.
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INTRODUCAO

Os moluscos, assim como demais animais, acumulam recursos energéticos que serdo
distribuidos entre os diversos processos metabolicos que garantem a sua sobrevivéncia. Esses
recursos sdo limitados, existindo, desse modo, “trade-offs” entre os diferentes parametros do
ciclo de vida, como crescimento e reproducdo. A forma de alocacdo dessas reservas ira
delimitar as estratégias de historia de vida do animal (HELLER, 1990; 2001; RICKFLES, 2004).

O processo reprodutivo gera grande dispéndio energético para o animal, sendo essa
energia perdida para o organismo, ja que nao ha retorno do investimento em um filhote para o
individuo parental (RICKFLES, 2004). Desse modo, para que o processo reprodutivo ocorra
perfeitamente, grande parte das reservas acumuladas deve ser mobilizada ao desenvolvimento
do trato reprodutivo, gametogénese, produg¢do de ovos e filhotes (TomprA, 1979; 1984;
LOCHER & BAUR, 2002).

A alocacdo de recursos para o processo reprodutivo ¢ um aspecto fundamental na
historia de vida de animais, com conseqiiéncias ecologicas e evolutivas (STEARNS, 1992). Em
animais hermafroditas, como os moluscos terrestres, isso se torna particularmente importante,
pois alteragdes nas estratégias de alocagdo de energia podem ser empregadas para a
maximizacao do sucesso reprodutivo (LOCHER & BAUR, 2002).

Processos que ocasionam mudangas fisiologicas e conseqiiente deplecdo das reservas
energéticas em curto intervalo de tempo como a hipoxia, andxia, estivacao e parasitismo sdo
bem estudados para moluscos terrestres (JOOSEE & VAN ELK, 1986; PINHEIRO, 1996;
PINHEIRO & AMATO, 1994; PORCEL, et al., 1996; DE FRAGA et al., 2004). Por outro lado,
existem poucos estudos que enfocam a mobilizacdo de reservas energéticas em processos de
longa duragdo como ¢ caso da reprodugdo (BROKORDT & GUDERLEY, 2004).

Bulimulus tenuissimus ¢ uma espécie hermafrodita e ovipara (BARROS-ARAUIJO et al.,
1960; REZENDE & LANZIERI, 1964), reproduzindo-se preferencialmente por fecundagao
cruzada e apresentando sazonalidade reprodutiva (SILVA et al., 2008). Existem poucos estudos
sobre a biologia dessa espécie, ndo havendo registros na literatura acerca da mobilizacdo de
reservas energéticas e investimento dessas na reproducao.

Desse modo, foram objetivos desse trabalho quantificar e avaliar as reservas
energéticas, representadas pelo glicogénio e galactogénio em trés diferentes fases do

desenvolvimento (Jovem, Adulta e Senescente).
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MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencao e acondicionamento dos animais

Os animais utilizados para essa avaliagdo foram obtidos da criagdo matriz do
Laboratério de Biologia de Moluscos do Museu de Malacologia Prof. Maury Pinto de
Oliveira da Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora, Minas Gerais
(21°45°13"/21°46°13"S e 43°21°19"/43°22°15"W).

Os moluscos foram previamente distribuidos em grupos desde o nascimento em
terrarios plasticos (14 cm de diametro ¢ 9 cm de profundidade), contendo terra vegetal
esterilizada (120° C/1 hora) e umedecida com agua de torneira. A alimentagdo oferecida foi
uma mistura de ragdo para aves de corte e carbonato de calcio (3:1) (BESSA & ARAUJO, 1996).

Em dias alternados a racao foi substituida e o substrato umedecido.

2.2. Variacao do contetdo de glicogénio e galactogénio de acordo com a fase de vida

Foram feitas analises da variacdo dos niveis de glicogénio da glandula digestiva e
massa cefalopediosa, e de galactogénio da glandula de albimen de moluscos de trés diferentes
idades. Para tanto foram utilizados moluscos jovens, com 35 dias de vida, adultos, com 365
dias de vida e senescente com 990 dias.

A delimitagdo das idades foi realizada tendo a atividade reprodutiva como critério
estabelecido para delimitag@o entre as fases: a fase Jovem correspondeu ao periodo entre o
nascimento até o momento da realizagdo da primeira postura; a fase Adulta, o periodo entre a
primeira e a ultima postura; e a fase Senescente, o periodo entre a ltima postura e a morte
dos moluscos.

Foram dissecados moluscos em numero suficiente para obtengdo de 1 g de tecido da
glandula digestiva. Os tecidos da glandula de albimen e massa cefalopediosa foram retirados

dos mesmos animais.

2.3. Dissec¢ao e processamento das amostras

Os animais foram mortos através da sec¢ao do corddo nervoso, retirados das conchas e

dissecados em solugdo fisioldgica sob microscopio estereoscopio para obtencdo da glandula

de albumen, glandula digestiva e massa cefalopediosa (Fotografia 14). Os tecidos de cada
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6rgao foram pesados individualmente em balanga analitica (Bosch SAE 200) (magnificancia
= 10 g), acondicionados em recipientes plasticos, ¢ mantidos em banho de gelo durante o
procedimento, evitando desse modo a degradagdo enzimatica dos carboidratos.

Foi obtido um “pool” de tecidos com um grama de peso fresco o qual foi processado
para qualificacdo e quantifica¢do dos polissacarideos. A analise das amostras foi realizada no
Laboratério de Biofisica, Departamento de Ciéncias Fisiologicas Instituto de Biologia da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, municipio de Seropédica, Rio de Janeiro.

Para obten¢do dos precipitados de glicogénio e galactogénio, os tecidos da glandula
digestiva, glandula de albumen e massa cefalopediosa foram homogeneizados em frascos de
Potter-Elvehjen contendo acido tricloro acético (TCA) 10 % na proporgdo de 10 ml de TCA:
1 g de tecido e centrifugados a 1935xg durante cinco minutos. Apos a centrifugacédo, foi feita
a filtragem do sobrenadante em papel filtro qualitativo e o sobrenadante filtrado foi aquecido
em banho-maria a 40°C durante cinco minutos. Adicionou-se ao sobrenadante etanol gelado
(na proporc¢do de 2 ml etanol:1 ml sobrenadante) permanecendo a mistura em banho de gelo
por 15 minutos e centrifugado novamente a 17300xg durante 10 minutos (PINHEIRO &
GOMES, 1994).

Os precipitados obtidos foram submetidos a hidrolise acida a quente (acido cloridrico
[HCI] 1M a 100°C) e posterior quantificagdo espectrofotométrica, através da técnica do 3,5
dinitro salicilato (3,5 DNS) (SUMNER, 1925), com leitura de absorbancia em comprimento de
onda de 535 nm para quantificagdo destes dois substratos. Os resultados foram calculados
pela Lei de Lambert-Beer com base em, pelo menos, trés leituras coerentes e expressos em

miligramas de glicose ou miligramas de galactose por grama de tecido, peso fresco.

2.4. Analise cromatografica dos polissacarideos extraidos da glindula digestiva e

glandula de albumen de Bulimulus tenuissimus

Para a andlise cromatografica dos carboidratos extraidos utilizou-se 1,0 miligrama de
carboidrato extraido, que foi hidrolisado em 100ul de 4acido trifluoracético (TFA)
concentrado, a 100°C por 30 min. O hidrolisado foi seco a frio e lavado trés vezes em 100pl
de agua destilada. Apos a terceira lavagem, o hidrolisado foi suspenso em 100ul de agua
destilada e deixado repousar overnight.

Em uma tira de papel Whatman n°l foi marcada a origem a 10 cm de altura, onde
foram aplicados 10ul de cada amostra e 10pul de padrdes de D-glicose e D-galactose na

concentragao de 1 mg/ml cada, com uma distancia de 2 cm entre cada amostra e entre estas e
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a borda do papel. O papel foi colocado em camara cromatografica saturada com o eluente n-
butanol:piridina:agua destilada (3:2:1). O tempo de elui¢do foi de 24 horas.

Ap0s este tempo, o cromatograma foi revelado pela sua passagem em uma solugdo de

nitrato de prata (AgNOs) 0,5% em acetona e fixado em hidroxido de s6dio 10% em etanol

absoluto. O excesso de AgNOs; foi retirado pela passagem do cromatograma em solucdo

aquosa de tiossulfato de s6dio a 10% e deixado secar ao ar.

2.5. Analise estatistica

Para comparagdo das concentracdes dos substratos energéticos avaliados nas
diferentes fases da vida foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Student-
Newman-Keuls. A correlagdo entre peso fresco dos tecidos foi dada pelo coeficiente de

correlacdo de Pearson. Para ambos os testes adotou-se nivel de significancia de 0,05.
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Fotos: Lidiane Silva

Fotografia 14 — a: Bulimulus tenuissimus sem a concha, com detalhe da glandula digestiva
(GD) e massa cefalopediosa (MC); b: Sistema reprodutor, com detalhes da Por¢do Masculina
(PM), Por¢ao Feminina (PF) e Por¢do Hermafrodita (PH); c: Detalhe da glandula digestiva
(GD) e glandula de albumen (GA).
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RESULTADOS

3.1. Variacio da concentracio de glicogénio nas fases da vida

Houve aumento significativo do peso médio dos tecidos da fase Jovem para Adulta
(t=58,85; p=0,0001; t=40,50; p=0,0001 e t=55,09; p=0,0001, para glandula digestiva,
glandula de albimen e massa cefalopediosa, respectivamente). Porém, tal tendéncia nao foi
mantida entre as fases Adulta e Senescente (t=9,33; p=0,39 para glandula digestiva, t=1,2;
p=0,83 para glandula de albumen e massa cefalopediosa t=1,15; p=0,92). Na Tabela II estdo

expostos o numero de animais utilizados e o peso médio de cada amostra.

Tabela I — Peso médio, expresso em gramas, dos tecidos da glandula digestiva, glandula de
albumen e massa cefalopediosa de moluscos da espécie Bulimulus tenuissimus jovens, adultos

€ senescentes.

Peso dos tecidos (gramas)

Idades Glandula Digestiva Glandula de Albimen  Massa Cefalopediosa
Média = Desvio Padrao Meédia = Desvio Padrdo Maédia + Desvio Padrao
Jovem (n=79) 24,50 + 16,00 a 4,00 £ 2,00 a 16,00 4,00 a
Adulta (n=19) 121,00 +39,00 b 29,00 + 9,00 b 55,30+ 17,00 b
Senescente(n=13) 84,50 £26,00 b 29,00+ 7,00 b 59,60 £ 16,50 b

*Médias seguidas de letras desiguais diferem estatisticamente (Kruskal-Wallis, seguido pelo

teste de Student-Newman-Keuls p<0,05).

A concentragdo de glicogénio na glandula digestiva dos moluscos adultos foi de 10,17
mg + 9,00, sendo essa, significativamente maior que a encontrada para moluscos senescentes
(t=0,0073; p=0,0001) e jovens (t=0,18; p=0,0001). Para Senescentes verificou-se a menor
concentragdo de glicogénio, 2 mg + 0,91. Entre jovens e senescentes ndo foi verificada
diferenca estatistica, sendo a concentra¢do de glicose igual a 8,97 mg + 7,00 para os moluscos

na fase Jovem (t=0,18; p=0,0001) (Grafico 15).
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Na massa cefalopediosa também houve variagdo das reservas de acordo com a fase da

vida. Os animais jovens apresentaram concentracao mais elevada de glicogénio que os adultos

(t=8,84; p=0,0042) e os senescentes (t=9,17; p=0,91), sendo esta de 2,10 mg + 0,41. As

concentragdes de glicogénio nesse tecido para Adultos e Senescentes foi de 0,85 mg + 0,14 e

0,86 mg =+ 0,11, respectivamente, ndo havendo diferenca para esses grupos (t=0,33; p=0,0029)
(Grafico 15).

Nao foi estabelecida correlagdo entre o peso dos 6rgéos e o contetido de glicogénio nas

fases analisadas (Fase Jovem: r= 0,75; p=0,08 e r=0,38; p=0,46; Fase Adulta: r=0,35; p=0,50

e r=0,04; p=0,90; Fase Senescente: r= -0,14; p=0,79 ¢ = - 0,70; p=0,13, para glandula

digestiva e massa cefalopediosa em cada fase, respectivamente).
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Grafico 15 - Concentracdo de glicogénio expressa em mg de glicose/g de tecido, peso fresco,
na glandula digestiva e massa cefalopediosa de Bulimulus tenuissimus jovens, adultos e
senescentes.

*Médias seguidas de letras desiguais diferem estatisticamente (Kruskal-Wallis, seguido pelo

teste de Student-Newman-Keuls p<0,05).

3.2. Variacio da concentracio de galactogénio nas fases da vida

A concentragdo de galactogénio na glandula de albtimen foi significativamente menor
para os animais na fase Adulta do que para jovens e senescentes (t=6; p=0,003) (Grafico 16).
Tal resultado indica que esse substrato esta sendo metabolizado e direcionado para a produgéo

de ovos. Do mesmo modo, ndo foi verificou-se correlagdo entre o peso médio da glandula de
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albumen e concentracdo de galactogénio (Jovens: =0,38; p=0,4, Adultos: = -0,05; p=0,90,

Senescentes: r=0,18; p=0,70).
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Grafico 16 - Concentracdo de galactogénio, expressa como mg de galactose/g de tecido, peso

fresco, na glandula de albumen de Bulimulus tenuissimus jovens, adultos e senescentes.

* Médias seguidas de letras desiguais diferem estatisticamente (Kruskal-Wallis, seguido pelo

teste de Student-Newman-Keuls p<0,05).

3.3. Analise cromatografica

Através da analise cromatografica realizada ndo foi constatada a presenca de outros

agucares redutores que pudessem interferir na avaliagdo das concentragdes de glicogénio e

galactogénio (Fotografia 17).
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Fotografia 17 — Cromatografia em papel dos polissacarideos — Glicose (Gli) e Galactose
(Gal)-extraidos dos tecidos da glandula digestiva (GD) e glandula de albimen (GA) de

Bulimulus tenuissimus.
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DISCUSSAO

Evidenciou-se nesse estudo que a idade exerceu influéncia sobre o deposito de
polissacarideos de B. tenuissimus.

Observou-se acimulo de glicogénio na glandula digestiva dos moluscos nas fases
Jovem e Adulta. Desse modo, os resultados obtidos sugerem a nao mobilizacdo de glicogénio
da glandula digestiva na fase Adulta. Ja o galactogénio foi reduzido nos moluscos adultos, o
que o que mostra a mobilizagdo desse para a produgdo de ovos.

Entretanto, ao contrario do observado em B. tenuissimus, muitas espécies de moluscos,
apresentam um processo de estocagem-mobilizagdo de glicogénio de acordo com o ciclo
reprodutivo anual. Assim, esse carboidrato ¢ estocado nas épocas de abundancia de alimento e
mobilizado para a gametogénese e producdo de ovos, o que acarreta a redugdo desse
polissacarideo nos 6rgdos de reserva nessa etapa da vida (DA SILVA & ZANCAN, 1994). Nesse
estudo, ndo foram realizadas analises das gonadas, porém, o acimulo de glicogénio na
glandula digestiva por si demonstra a nao transferéncia deste.

A redugdo do conteudo de glicogénio na glandula digestiva durante o periodo
reprodutivo foi evidenciada para espécies de moluscos terrestres e aquaticos como
Megalobulimus oblongus (Miiller, 1774) (DA SILVA & ZANCAN, 1994), Lymnaea stagnalis
(Linné, 1758) e llex argentinus (Castellanos, 1960) (CLARK et al., 2004). Essa reducdo pode
indicar o direcionamento do glicogénio da glandula digestiva para as gonadas de modo a
garantir o processo de espermiogénese e oogénese, sendo o gasto de glicogénio estritamente
ligado a producdo de gametas (BROKORDT & GUDERLEY, 2004).

Em B. tenuissimus verificou-se a redugdo da concentragdo de glicogénio na massa
cefalopediosa ao longo da vida. Esse resultado permite inferir que a reserva de glicogénio do
tecido muscular também pode ser utilizada, possivelmente na reproducao, na fase Adulta, e na
manuten¢do da homeostase na fase Senescente. O direcionamento das reservas musculares de
glicogénio para a gametogénese foi evidente para o bivalve da espécie Chlamys islandica
(Miiller, 1776), para o qual se observou reducdo da concentracdo de glicogénio no musculo
adutor e aumento nas gonadas durante a fase de producdo de gametas (BROKORDT &
GUDERLEY, 2004).

Em cefalopodes, para os quais a variacdo de reservas energéticas durante o ciclo de
vida foi mais amplamente estudada, observou-se grande alteracdo dessas reservas ocasionadas
pela maturagdo sexual. Nas espécies Octopus vulgaris Cuvier, 1797 e Octopus defilippi

Verany, 1851 foram verificadas redugdes de carboidratos, proteinas e lipideos da glandula
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digestiva durante essa fase do ciclo. Vale ressaltar que tais animais sdo semélparos e
direcionam toda energia para um unico evento reprodutivo (ROSA et al, 2004).

Bulimulus tenuissimus, entretanto, ¢ uma espécie iteropara, que apresenta pelo menos
trés ciclos reprodutivos durante a vida. Nesse estudo, foram utilizados animais no inicio da
primeira reprodu¢do, podendo, os altos niveis de glicogénio para os adultos estar relacionados
a estratégia reprodutiva da espécie. Para B. tenuissimus registrou-se menor fecundidade no
primeiro ciclo reprodutivo havendo, desse modo, menor investimento energético nesse
periodo, mas que geraria um dispéndio energético e conseqiiente reducdo das reservas.

Por outro lado, para as espécies de cefaldopodes como Illex coindetii (Verany, 1837) e
Todaropsis eblanae (Ball, 1841) foi evidenciado o continuo acumulo de energia pela glandula
digestiva, mesmo durante a maturagdo e atividade reprodutiva (ROSA et al., 2005). Tais
autores sugerem que ndo haver mobilizagdo de reservas visto que o consumo de alimento nao
cessa durante a reprodugéo.

Em B. tenuissimus, a alta concentragdo de glicogénio na fase adulta também pode estar
relacionada ao consumo de alimento. Para essa espécie foi verificado aumento na ingestdo de
alimento no periodo reprodutivo (MEIRELES, 2009 comunicagdo pessoal). Desse modo,
acredita-se que a energia utilizada na reproducdo por B. tenuissimus seja oriunda da
alimentacdo, sendo as reservas da glandula digestiva destinadas aos demais processos
metabolicos dos animais.

Foi evidente em B. tenuissimus a redu¢do da concentracdo de galactogénio nos
animais Adultos, a qual esta de acordo com a literatura. O galactogénio ¢ uma reserva
utilizada principalmente como fonte energética para formagdo do vitelo, que ird nutrir o
embrido durante o desenvolvimento (STICKLE, 1975; TompA, 1984). Tal reserva so ¢
degradada com outra finalidade que ndo a produg@o dos ovos se 0 molusco passar por estresse
metabodlico acentuado, como em longo periodo de estivagdo (STICKLE, 1975) e parasitismo
(JOOSEE & VAN ELK, 1986; PINHEIRO, 1996).

Assim, espera-se que em animais adultos a concentragdo desse substrato energético
seja alta no periodo que antecede a liberagdo de ovos e baixa assim que se inicia a oviposicao
(AZEVEDO et al, 1996). A menor concentracdo de galactogénio verificada nos moluscos
adultos no presente estudo indica, portanto, que os animais encontravam-se em atividade
reprodutiva.

Os individuos senescentes apresentaram baixas concentragdes de glicogénio na
glandula digestiva, possivelmente devido a reducdo da atividade e com isso a reducdo do
consumo de alimento, levando a uma maior degradagdo da energia acumulada para

manutengdo das funcdes vitais. Nessa fase da vida, os processos metabolicos tendem a ser
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mais lentos, seja por economia de energia, seja por debilitagdo fisica do animal, o que pode
ocasionar dificuldade na conversdo e acumulo de energia (CONFORT, 2008).

Todavia, a concentracdo de galactogénio nos moluscos senescentes mostrou-se
elevada. B. tenuissimus apresenta um periodo de senescéncia relativamente longo (dados ndo
publicados). Isso sugere que, possivelmente, essas reservas sao utilizadas de modo a garantir
maior tempo de vida.

Pode-se concluir com esse estudo que moluscos de diferentes idades apresentam
formas diferenciadas para alocagdo dos polissacarideos avaliados, sendo a variagdo
provavelmente relacionada ao estado reprodutivo dos moluscos. Além disso, constatou-se
também que as reservas energéticas dos musculos sdo disponibilizadas e degradadas tanto na
fase Adulta quanto na fase Senescente.

Trabalhos que visem avaliar a variagdo de carboidratos em intervalos de idades mais
proximos do que os analisados no presente estudo, bem como a analise das gonadas, podem
esclarecer se ha mobilizacao de glicogénio da glandula digestiva para a gametogénese nessa

espécie.
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CAPITULO 111

VARIACAO SAZONAL DAS RESERVAS ENERGETICAS EM Bulimulus tenuissimus
(D’ORBIGNY, 1835) (MOLLUSCA, BULIMULIDAE)

RESUMO

Condigdes ambientais atuam como fatores limitantes da biologia de moluscos
terrestres, podendo ser evidenciadas variacdes metabdlicas de acordo com a sazonalidade
climatica. Dentre tais varia¢des, encontram-se os processos de sintese e conversdo de
glicogénio e galactogénio. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a concentracdo desses
substratos energéticos nas diferentes estagdes do ano. Para essa avaliagdo foram coletados
tecidos da glandula digestiva, massa cefalopediosa e glandula de albiimen, os quais foram
processados para a obtengdo das concentragdes de glicose e galactose. Houve variagdo
sazonal nas reservas energéticas tanto na glandula digestiva quanto na massa cefalopediosa de
B. tenuissimus, havendo uma tendéncia ao aciimulo destas da Primavera para o Inverno.
Observou-se maior consumo de reservas na Primavera e Verdo, sendo o glicogénio estocado
na glandula digestiva a primeira fonte consumida. No Verdo, foi observado que além das
reservas da glandula digestiva ocorreu mobilizacdo de glicogénio das reservas musculares. A
reducdo de glicogénio ¢é coincidente ao ciclo reprodutivo da espécie, sendo os gastos gerados
para os processos de acasalamento e gametogénese a causa da reducdo. A concentracdo de
galactogénio também variou segundo o periodo reprodutivo de B. fenuissimus, sendo alta nas
estagdes nas quais ocorre atividade reprodutiva e baixa nos demais periodos. Sugere-se que
as variagdes de temperatura e fotoperiodo que ocorrem no decorrer do ano possam atuar como

mecanismos reguladores do metabolismo energético de B. tenuissimus.

Palavras-Chave: Galactogénio, glicogénio, molusco terrestre, condigdes ambientais.
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INTRODUCAO

As condi¢cdes ambientais influenciam diretamente os parametros da historia de vida de
moluscos terrestres, sendo as atividades alimentar e reprodutiva muitas vezes, limitadas por
tais condi¢cdes (HYMAN, 1967; LEAHY, 1984; HELLER, 1990; 2001; ANSART et al., 2007).

Muitas espécies permanecem ativas durante as estagdes do ano com condicoes
favoraveis e abundancia de alimento, nas quais também ocorrem os processos de corte, copula
¢ liberagdo de ovos. Nas estacdes secas e frias os animais entram em um processo conhecido
como estivagdo, permanecendo inativos até a proxima estacdo favoravel a liberagdo de ovos
(DAINTON, 1954; GOMOT et al., 1989; IGLESIAS et al., 1996). Para garantir a sobrevivéncia, os
moluscos acumulam reservas energéticas que serdo degradadas durante o periodo de
inatividade (STOREY, 2002).

Fatores como temperatura, umidade e fotoperiodo, além da regulagdo da atividade,
podem ainda influenciar as taxas de crescimento e fecundidade dos moluscos por interferirem
diretamente no metabolismo desses animais (WAYNE, 2001). Segundo essa autora, a
sazonalidade reprodutiva de moluscos terrestres deve-se a alteracdes nos processos de sintese,
degradacdo ou conversdo das reservas energéticas disponiveis ao processo reprodutivo.

A variacdo no conteudo energético muitas vezes relaciona-se ao ciclo reprodutivo dos
moluscos, com acumulo ¢ gasto de energia para encontro de parceiros e produgdo de ovos
(DA SILVA& ZANCAN. 1994; Rosa et al., 2005). O comportamento reprodutivo, bem como a
gametogénese, ¢ controlado pelo sistema endoécrino do animal, sendo este, por sua vez
dependente de estimulos externos (JOOSSE, 1988; WAYNE, 2001; DE FRAGA et al., 2004)

Bulimulus tenuissimus ¢ uma espécie nativa (SIMONE, 2006) que se destaca devido a
sua importancia parasitologica, além de atuar como praga agricola (BARROS-ARAUJO, 1982;
THIENGO & AMATO, 1995; AGUDO, 2008). Essa espécie apresenta ciclo de vida longo, sendo a
iteroparidade a estratégia reprodutiva adotada. Além disso, apresenta sazonalidade
reprodutiva, com liberacdo de ovos no periodo de primavera-verdo (SILVA et al., 2008).

Assim, objetivou-se com esse estudo avaliar a variagdo sazonal do conteudo de
glicogénio na glandula digestiva e massa cefalopediosa e de galactogénio na glandula de

albamen de espécimes de B. fenuissimus adultos.
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MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencao e acondicionamento dos animais

Os animais utilizados para essa avaliagdo foram obtidos da criagdo matriz do
Laboratério de Biologia de Moluscos do Museu de Malacologia Prof. Maury Pinto de
Oliveira da Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora, Minas Gerais,
(21°45°13"/21°46°13"S e 43°21°19"/43°22°15"W).

Para tanto, cinco grupos de moluscos, com 20 individuos cada, foram acondicionados
desde o nascimento até atingirem um ano de vida, em terrarios plasticos com dimensdes de 14
cm de didmetro ¢ 9 cm de profundidade, vedados com tecido de algoddo e elastico de
escritorio. O substrato utilizado foi terra vegetal esterilizada (120°C/1 hora), a qual foi
umedecida com agua de torneira em dias alternados com agua. Como alimento foi oferecida
uma mistura de ragdo para aves de corte e carbonato de calcio (3:1) (BESSA & ARAUJO, 1996).

Em dias alternados a racao foi substituida e o substrato umedecido.

2.2. Variacao sazonal dos contetidos de glicogénio e galactogénio

A variacdo sazonal dos contetidos de glicogénio e galactogénio foi avaliada através da
disseccdo de moluscos da espécie B. tenuissimus adultos (com um ano de vida) nos meses
correspondentes as estagcdes do ano: Primavera — outubro de 2007; Verdo - janeiro de 2007;
Outono- abril de 2008 e Inverno - julho de 2008. Destes mesmos animais foram obtidos
tecidos da massa cefalopediosa e glandula de albumen.

Foram dissecados moluscos em numero suficiente para obtengdo de 1 g de tecido da
glandula digestiva, para ambas as andlises. Os tecidos da glandula de albiimen e massa

cefalopediosa foram retirados dos mesmos individuos.

2.3. Dissec¢ao e processamento das amostras

Os animais foram mortos através da sec¢ao do corddo nervoso, retirados das conchas e
dissecados em solucdo fisiologica sob microscopio estereoscopio para obtencdo dos 6rgaos
avaliados (glandula de albuimen, glandula digestiva e massa cefalopediosa). Os tecidos

retirados foram pesados individualmente em balanga analitica (Bosch SAE 200)
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(magnificincia = 10" g) e mantidos em banho de gelo de modo a evitar a degradagdo
enzimatica dos carboidratos. Desse modo, foi obtido um “pool” de tecidos com um grama de
peso fresco, o qual foi processado para qualificagdo e quantificacdo do glicogénio e do
galactogénio.

As amostras de tecido foram analisadas no Laboratorio de Biofisica, Instituto de
Biologia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, Rio de Janeiro.

Para obtencao dos precipitados de glicogénio e galactogénio, os tecidos da glandula
digestiva, glandula de albumen e massa cefalopediosa foram processados segundo PINHEIRO
& GOMES (1994).

Os precipitados obtidos foram submetidos a hidrélise acida a quente e posterior
quantificagdo espectrofotométrica, através da técnica do 3,5 dinitro salicilato (3,5 DNS)
(SUMNER, 1925), com leitura de absorbancia em comprimento de onda de 535nm para
quantificagdo destes dois substratos. Os resultados foram calculados pela Lei de Lambert-
Beer com base em, pelo menos, trés leituras coerentes e expressos em miligramas de glicose

ou miligramas de galactose por grama de tecido, peso fresco.

2.4. Analise Estatistica

Para comparagdo das concentracdes de glicogénio e galactogénio nas estagdes foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls. A
correlacdo entre peso fresco dos tecidos e a concentragcdo de glicogénio e galactogénio foi
dada pelo coeficiente de correlagdo de Pearson. Para ambos os testes adotou-se nivel de

significancia de 0,05.

RESULTADOS

O niimero de moluscos utilizado em cada coleta de tecidos, bem como o peso fresco
destes, referentes a cada 6rgdo e a cada estacdo pode ser observado na Tabela III. No inverno,
o peso médio da glandula digestiva foi menor que nas demais estagdes (H=28,60; p=0,0001).
Do mesmo modo, apenas no Outono verificou-se diferenca entre o peso médio da glandula de
albamen, o qual foi significativamente menor (H=11,00; p= 0,01). O peso médio da massa

cefalopediosa foi semelhante, independente da estagdo do ano. Nao foi verificada correlagdo
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entre o peso dos tecidos e as concentragdes de glicogénio e de galactogénio nas estacdes (p>

0,05).

Tabela III — Peso médio expresso em gramas dos tecidos da glandula digestiva, glandula de
albumen e massa cefalopediosa de moluscos da espécie Bulimulus tenuissimus coletados nas

estacdes do ano.

Peso dos tecidos em gramas

Estagdes do ano  Glandula Digestiva Glandula de Albimen  Massa Cefalopediosa

Média = Desvio Padriao Média + Desvio Padrao Meédia + Desvio Padrao

Primavera(n=14) 165,00 + 60,00 a 40,1 16,00 a 69,50 £ 16,60 a
Verdo (n=17) 130,10 + 42,00 a 42,30 + 15,00 a 52,40 +21,40 a
Outono (n=15) 161,20 +£39,00 a 30,50 +9,50 a 65,00 + 22,20 a
Inverno (n=24) 93,86 + 34,00 b 2520+ 12,85b 55,00 + 18,00 a

*M¢édias seguidas de letras desiguais diferem estatisticamente (Kruskal-Wallis, seguido pelo
teste de Student-Newman-Keuls p<0,05).

Houve significativa variagdo nas reservas energéticas tanto na glandula digestiva
quanto na massa cefalopediosa de B. fenuissimus de acordo com as estagdes do ano, havendo
uma tendéncia ao acumulo destas da Primavera para o Inverno (Grafico 18). Observou-se
maior consumo de reservas na Primavera e Verdo, sendo o glicogénio estocado na glandula
digestiva a primeira fonte consumida. No Verdo, observa-se que além das reservas da
glandula digestiva ocorreu mobilizagdo de glicogénio dos tecidos corporais.

O inverso foi registrado no Outono-Inverno, periodo no qual existe o aumento do teor
de glicogénio na glandula digestiva e massa cefalopediosa. No outono a concentragdo de
glicogénio na glandula digestiva aumenta consideravelmente, atingindo o nivel maximo no
Inverno. Na massa cefalopediosa o acimulo de reservas ocorre similarmente, porém os niveis

de glicogénio sdo menores que na glandula digestiva.
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Grafico 18 — Concentragdo de glicogénio expressa como mg de glicose/g de tecido, peso
fresco,nos tecidos da glandula digestiva e massa cefalopediosa de moluscos adultos da espécie

Bulimulus tenuissimus na Primavera, Verao, Outono e Inverno.

*Médias seguidas de letras desiguais diferem estatisticamente (Kruskal-Wallis, seguido pelo

teste de Student-Newman-Keuls p<0,05).

Inversamente ao glicogénio, para o galactogénio foi registrada tendéncia a reducdo
gradual da concentracio da Primavera para o Inverno. Os maiores indices desse
polissacarideo foram verificados na Primavera, seguida pelo verdo e outono. No inverno

verificou-se concentracdo minima (H=17,35, p=0,0006) (Grafico 19).
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Grafico 18 - Concentracdo de galactogénio, expressa como mg de galactose/g de tecido, peso
fresco, expressa como mg de galactose/g de tecido, peso fresco,na glandula de albimen de
Bulimulus tenuissimus na Primavera, Verao, Outono e Inverno.

* Médias seguidas de letras desiguais diferem estatisticamente (Kruskal-Wallis, seguido pelo

teste de Student-Newman-Keuls p<0,05).

DISCUSSAO

Moluscos terrestres sdo sensiveis a variagcdes ambientais, sendo estas, muitas vezes,
fatores limitantes ao desenvolvimento ¢ a sobrevivéncia desses animais (LEAHY, 1984;
BARRIENTOS, 1998; AZEVEDO et al., 1996; D’AVILA et al., 2004; JUNQUEIRA, 2008; DAVILA &
BEssA, 2005). Desse modo, processos como a espermiogénese, oogénese, além dos
comportamentos de corte e copula podem ser grandemente influenciados por varidveis como
temperatura, umidade e fotoperiodo (HESS & PRIOR, 1985; FURTADO et al. 2004). Tais fatores
atuam como reguladores de diversos processos metabolicos dos moluscos que podem gerar
variagdes comportamentais e reprodutivas nos animais (DAINTON, 1954; SOUTH, 1992).

Bulimulus tenuissimus apresenta sazonalidade reprodutiva (SILVA et al., 2008), sendo
também registrada, por esse estudo, a variacdo sazonal no contetido energético dessa espécie.
Houve reducdo e acimulo de glicogénio durante os periodos de produgdo de ovos e auséncia
de atividade reprodutiva, respectivamente. Para o galactogénio foi registrado o oposto, ou
seja, maior concentragdo nas estagcdes reprodutivas e reducdo nas demais estacoes.

A influéncia da sazonalidade nas reservas energéticas foi registrada para outras

espécies de moluscos terrestres tais como Megalobulimus oblongus (Miiller, 1774) (DA SILVA
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& ZANCAN, 1994) e Megalobulimus abbreviatus (Bequaert, 1948) (HORN ET AL., 2005). Tal
variagdo pode ser relacionada a alteragdes metabolicas ocasionadas por variagdes ambientais e
também a mobilizacdo de energia durante o ciclo reprodutivo (WAYNE, 2001).

No periodo seco e frio, muitos moluscos entram em processo de estivacdo/hibernacao,
sendo que a energia acumulada sera utilizada para manter a integridade do organismo, o que
leva a reducdo das reservar energéticas (STOREY, 2002). Porém, o oposto foi registrado em
relagdo a concentragdo de glicogénio na glandula digestiva e massa cefalopediosa dos animais
nesse estudo.

Em Helix pomatia (Linné, 1758), verificou-se a deposi¢do de glicogénio nos tecidos
no outono, ou seja, periodo que antecede a hibernacdo dessa espécie, durante a qual foi
reduzida (JOOSSEE, 1988). Em Megalobulimus oblongus foi registrada redugdo do contetido
desse substrato na glandula digestiva, durante o inverno, porém nos musculos a essa reducio
nao foi significativa (DA SILVA & ZANCAN, 1994). Em B. tenuissimus, entretanto, observou-se
a maior concentracdo de glicogénio em ambos os tecidos avaliados no periodo Outono-
Inverno. Contudo, ndo se observa o processo de estivagdo dessa espécie em laboratorio,
ocorrendo apenas reducdo da atividade, mas a ndo interrup¢ao desta durante o Inverno. Desse
modo, sugere-se que o acumulo sazonal de reservas pode garantir a sobrevivéncia dos
moluscos no ambiente durante periodos de condi¢des ambientais desfavoraveis.

Observou-se também a mobilizagdo das reservas da glandula digestiva na primavera,
sendo as reservas da massa cefalopediosa utilizadas apos a redugdo dessas. Tais resultados sdo
coerentes aos verificados para outras espécies, tanto em relacdo ao investimento energético
para a reproducdo quanto para estivacdo (DA SILVA & ZANCAN, 1994).

A concentragdo de galactogénio também variou segundo o periodo reprodutivo de B.
tenuissimus, sendo alta nas estagdes nas quais ocorre atividade reprodutiva (Primavera e
Verdo) e baixa nos demais periodos. A alta concentragdo desse polissacarideo nos meses de
Primavera-Verdo indica a disponibilidade deste para a produgdo de vitelo que nutrira o
embrido durante o desenvolvimento (STICKLE, 1975). A redugdo do conteudo de glicogénio,
concomitante a elevagdo da concentragdo de galactosgénio sugere o aumento da inter-
conversdo de glicose em galactose (NEEDHAN, 1933; BROOKS & STOREY, 1990; PINHEIRO,
1996).

A reducdo do peso médio dos tecidos da glandula digestiva verificada em B.
tenuissimus também foi observada em M. oblongus, sendo tal reducdo relacionada ao periodo
de inatividade da espécie (DA SILVA & ZANCAN, 1994).

A glandula de albumen em moluscos apresenta maior desenvolvimento na fase de

reproducdo dos animais, e indica a maturagdo do sistema feminino (DA SILVA & ZANCAN,
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1994; HORN, et al., 2005) o que pode também explicar a elevagdo do peso médio desse 6rgao,
nos periodos de Primavera-Verdo, para B. tenuissimus. Além disso, pode-se inferir que a
reducdo do glicogénio nesses periodos esta diretamente relacionada a oogénese e sintese de
galactogénio nessa espécie.

As concentragdes de glicogénio e galactogénio podem estar sujeitas as variacdes
ambientais, sendo o fotoperiodo um fator determinante na sintese de glicogénio. Assim, dias
curtos (Outono-Inverno) tendem a estimular a sintese, enquanto dias longos (Primavera-
Verao) tendem inibi-la. Desse modo, no periodo de Outono-Inverno ha tendéncia de aumento
do conteudo de glicogénio conforme o verificado em B. tenuissimus (JOOSSE & GERAERTS,
1983; WAYNE, 2001; DE FRAGA et al., 2004; GARCIA & PINHEIRO, 2007). Segundo GOMOT et
al. (1989), os efeitos do fotoperiodo na reprodugdo devem-se principalmente a inibigdo da
maturagdo dos gametas e sintese de albumen pela glandula de albumen. Tais autores sugerem
que isso ocorre devido a inibi¢do hormonal.

Resultados semelhantes também foram verificados para Lymnaea stagnalis (Linné,
1758), para a qual o aumento do comprimento do dia, verificado no periodo de outono-
inverno, ocasionou aumento da conversdao de glicose em galactose e, conseqiientemente, dos
niveis de galactogénio na glandula de albiimen (VAN ELK & JOOSSE, 1981).

Alteracdes nas condigdes de temperatura e umidade também podem levar a alteracdes
metabolicas em moluscos (GOMOT et al., 1989; SOUTH, 1992; LAZARIDOU-DIMITRIADOU &
BAILEY, 1994; HOMMAY et al., 2001; NOWAKOWSKA et al., 2006; UDAKA et al., 2007).
Entretanto, em B. tenuissimus nao foi estabelecida uma relacdo entre tais fatores e reproducao
(SILvA, et al., 2008). Essas autoras sugeriram que o fotoperiodo pode estar relacionado a
regulacdo do ciclo reprodutivo dessa espécie.

Os resultados obtidos nesse estudo demonstraram a variacdo sazonal do contetido de
glicogénio e galactogénio, os quais sdo coincidentes com o ciclo reprodutivo de B.
tenuissimus, evidenciando que a sazonalidade reprodutiva parece ser controlada por fatores
metabolicos. Estudos mais abrangentes sdo necessarios para esclarecer como ocorre a

regulacdo metabolica da reproducdo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nesse estudo mostram que a espécie B. tenuissimus adotou a
iteroparidade como estratégia reprodutiva e ciclo de vida longo em condi¢do de agrupamento.

Além disso, a espécie mostrou ser capaz de alterar a forma de alocacdo de recursos
entre os parametros de crescimento, reproducdo de acordo com as condi¢des na qual esta
submetida. Tal capacidade, denominada plasticidade de ciclo de vida indica a possivel
capacidade de adaptacdo a condigdes adversas no ambiente natural.

A longevidade dos moluscos variou segundo a forma de criagdo, e este pardmetro foi
dependente da forma de distribuicdo dos recursos entre o crescimento ¢ a fecundidade.

Observou-se a existéncia de relagdo entre a fecundidade e o tamanho corporal na
reproducao por autofecundagdo. Isso indica que o maior investimento em crescimento possa
ser uma estratégia para garantir um aumento no sucesso reprodutivo quando os animais se
reproduzem por esse processo.

Moluscos de diferentes idades apresentaram variacdo quanto a concentragcdo de
glicogénio e galactogénio, estando tal variacdo provavelmente relacionada ao estado
reprodutivo dos animais. O acumulo de glicogénio na glandula digestiva de B. fenuissimus
durante a fase adulta sugere que a energia empregada para a reproducdo seja proveniente da
ingestao de alimento, ndo sendo identificado, portanto, a mobilizagdo de reservas do 6rgdo de

reserva para o trato reprodutivo.



83
Do mesmo modo, foi verificada a variacdo sazonal desses substratos, as quais foram
coincidentes com o ciclo reprodutivo da espécie. Assim, acredita-se que a conversdo de

reservas, bem como o periodo de reproducao seja controlada por fatores ambientais.
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