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INTRODUCAO GERAL
A introducdo de espécies exoticas pode ocorrer naturalmente ou por agdes antrépicas, e tem

sido apontado como o segundo fator mais importante ao declinio da biodiversidade, estando atras
somente da degradacdo de habitats (Cain et al., 2011). No ambiente aquético, o transito de
embarcagdes, 0 comércio maritimo internacional e a comercializacéo de espécies exoticas parecem
contribuir a reducdo das distancias geograficas e eliminacdo das barreiras naturalmente

intransponiveis.

De acordo com Everett (2000) h&4 uma estimativa de 50.000 espécies ndo nativas estabelecidas
nos Estados Unidos, gerando custos de 137 bilhdes de ddlares por ano. No Brasil, o Ministério de
Meio Ambiente (MMA, 2006) produziu um ‘Informe Nacional sobre Espécies Exdticas Invasoras
no Brasil’, através da selecdo de cinco subprojetos visando levantamento de dados sobre espécies
exoticas invasoras (incluindo fauna, flora ou microorganismos) em diversos ambientes. Como
resultado foi obtida uma extensa lista: 176 espécies foram documentadas para o ambiente terrestre,
66 espécies para 0 ambiente marinho, 49 espécies para as aguas continentais, 155 espécies para 0s
sistemas de producdo (agricultura, pecuaria e silvicultura) e 97 espécies afetando a satde humana -
totalizando 543 espécies invasoras no territorio nacional.

O transporte humano é um dos fatores que influenciam acidentalmente a introducéo préatica de
espécies exoticas em novas areas geograficas. Quando intencional, pode visar beneficios para a
populacdo (e.g., controle de pragas agricolas) ou ser de interesse exclusivamente comercial. Estas
introducBes podem ser assimiladas pelas comunidades sem efeitos perceptiveis ou serem
responsaveis diretas por alteracdes drasticas que afetam as espécies nativas, envolvendo riscos de

extin¢do (Towsend et al., 2010).

Efeitos de herbivoria e a predacdo tém sido mais estudados, mas ndo sdo os unicos fatores
gerados pela interacdo — somam-se riscos de hibridacdo entre espécies relacionadas, competicéo por
locais de nidificacdo e alimento, além de introducdo de patologias. Tais efeitos podem fragilizar as
espécies nativas, tornando-as vulneraveis a outros impactos, como a poluicdo quimica,

fragmentacdo dos habitats e sobre-exploracédo pesqueira (Rocha, 2003)

Em ambientes marinhos, a navegacdo é a principal responsavel pela introducdo acidental de
espécies exoticas, ao favorecer o transporte de organismos através da bioincrustacdo e/ou &gua de
lastro (Carlton, 1987; Menezes, 2012). Além disso, ha também a possibilidade de invasdo por
organismos associados a plataformas de petréleo e via canais — e.g., Canal de Suez e do Panaméa
(Teixeira et al., 2010).



Dados mundiais apresentados no final da década de 80 reportam 1354 invasdes bioldgicas de
organismos aquaticos (pertencentes a quaisquer grupos bioldgicos) em cerca de 140 paises
(Welcomme, 1988). O fluxo natural das aguas doces auxilia na dispersdo dos invasores, tornando

este ambiente propenso a propagacao de espécies exoticas (Okumura, 2006).

Um exemplo classico de ameaca a biodiversidade dulciaquicola é representado pelo impacto do
mexilh@o-zebra - Dreissena polymorpha (Pallas, 1771) - sobre as espécies de moluscos nativos da
Ameérica do Norte. A regido comporta um terco das espécies existentes no mundo (algumas delas
endémicas), j& comprometidas pela qualidade da agua e canalizagdo dos rios. A invasdo do
mexilh&o-zebra impactou severamente 60 a 90% das popula¢des dos mexilhdes nativos, acarretando

a extin¢do de algumas espécies (Cain et al., 2011).

No Brasil, outro mexilhdo bioinvasor, Limnoperna fortunei (Dunker, 1857), conhecido como
‘mexilhao-dourado’, tem causado impactos ambientais e provocado prejuizos econdmicos. A
introducao deste molusco nas bacias hidrograficas sul-americanas esta associada a agua de lastro de
embarcacdes vindas do sudeste asiatico. As larvas de L. fortunei se fixam em substratos duros como
metal, cimento, plastico e madeira. Este fato tem chamado a atengdo para os sistemas de captacao e
aducdo de agua e para as usinas hidrelétricas, que estdo apresentando tubulacGes obstruidas,

gerando perdas severas de eficiéncia (Resende, 2007).

A The World Conservation Union (WCU) divulgou uma lista com as espécies mais
potencialmente invasoras, dentre as quais, se destacam dois moluscos terrestres - Achatina fulica
(Bowdich, 1822) e Euglandina rosea (Férussac, 1821) - e quatro moluscos aquaticos - Pomacea
canaliculata (Lamarck, 1822), D. polymorpha, Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819) e
Potamocorbula amurensis (Schrenck, 1861) - (Lowe et al., 2004; Teixeira et al., 2010). De acordo
com a listagem de espécies exoticas no Brasil do Instituto Horus (2013), 15 espécies de moluscos
sdo bioinvasores, sete dos quais sdo gastropodes: A. fulica, Bradybaena similares (Férussac, 1821),
Deroceras laeve (Miller, 1774), Deroceras reticulatum (Mdller, 1774), Helix aspersa (Mdller,
1774), Melanoides tuberculatus (Maller, 1774) e Physella acuta (Draparnaud, 1805).

Certos caramujos invasores podem trazer um beneficio a salde humana ao competir por
recursos com espécies hospedeiras de parasitas transmissores de patologias graves. O controle
bioldgico justifica o interesse de estudo destes organismos, a exemplo do caso da Ilha da Martinica,
onde na década de 80 o tiarideo M. tuberculatus foi introduzido para combater Biomphalaria
glabrata (Say, 1818) e B. straminea (Dunker, 1848), hospedeiros intermediarios de Schistosoma

mansoni (Pointier, 2001).



Porém, a exclusdo de Biomphalaria por Melanoides trouxe consequéncias inesperadas.
Melanoides tuberculatus pode atuar como hospedeiro intermediario de diversos parasitas
trematodeos. Dentre os parasitas que afetam a salde humana, ha relatos de Paragonimus
westermani, Clonorchis sinensis e Opisthorchis sp., o primeiro associado a doengas do pulmao e os
dois altimos ao figado. Além disso, ha registros de M. tuberculatus infectados com Philophtalmus
megalurus e P. gralli (afetam os olhos de aves aquéticas e galinhas, respectivamente), Centrocestus
formosanus (parasita que se instala na cartilagem de peixes, podendo levar a morte) e Haplorchis
sp. (infectando os tecidos musculares de peixes, causando diversas anormalidades) (Vaz et al.,
1986; Murray et al., 2010; Pinto & Mello, 2010a,b).

Melanoides tuberculatus (Gastropoda: Thiaridae) é nativo da Africa e da Asia (Gutiérrez
Gregoric et al., 2007), mas esta sendo monitorado mundialmente por se tratar de um bioinvasor de
distribuicdo acelerada e crescente (Bogea et al., 2005; Bolaji et al., 2011). As fémeas podem se
reproduzir por partenogénese, fato que agrava a proliferacdo desordenada e o torna um grande
competidor. Localmente, as populacbes costumam apresentar elevada densidade, com registros de
até 17000 ind/m2 (Jesus et al., 2007).

O primeiro registro deste caramujo exdtico na América do Sul ocorreu no Brasil, em 1967, na
cidade de Santos (SP). Sua introducdo foi atribuida ao comércio de plantas e peixes ornamentais de
agua doce (Vaz et al., 1986). Atualmente, ha registros deste organismo em diversos Estados,
abrangendo importantes bacias hidrogréaficas e reservatorios artificiais do pais. Fernandez et al.
(2003) realizaram uma revisdo bibliogréafica para reportar a distribuicdo de M. tuberculatus no
Brasil (Fig. 1). O levantamento constatou a ocorréncia para os Estados da Bahia (municipios de
Cariranha, Coaraci, Itajuipe e Salvador), Ceard, Distrito Federal, Espirito Santo, Goiads, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Paraiba, Parana, Pernambuco, Piaui, Rio de
Janeiro, Rio Grande do Norte, Santa Catarina, S&o Paulo e Tocantins.

Em trabalho mais recente, Souto et al. (2011) amplia o registro para os Estado de Sergipe
(Souto et al., 2011). Para o Estado da Bahia, Neves et al. (2013, submet.) ampliou a ocorréncia para

0 setor noroeste — mais precisamente, para 0 municipio de Alagoinhas.



Figura 1. Distribuicdo de Melanoides tuberculatus no territério brasileiro. (Modificado de Fernandez et
al. 2003)

Euridico e ocorrendo em &guas eutrofizadas, M. tuberculatus ja foi encontrado em diversos
estuarios, com relatos de sobrevivéncia a salinidades extremas de até 45%o sob condicdes
experimentais (Bolaji, 2011). Desta forma, é possivel que um dos meios de conquistar novos
ambientes seja justamente invadindo estuarios para alcangar corpos d’agua mais adequados ao seu
desenvolvimento. Com base nestas observacdes, este trabalho tem como objetivo analisar o efeito
da salinidade sobre os individuos de M. tuberculatus.
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RESUMO

Melanoides tuberculatus (Miller 1774) (Gastropoda: Thiaridae) € um molusco de agua
doce nativo da Africa e Asia monitorado mundialmente por se tratar de um bioinvasor de
distribuicdo acelerada e crescente, além de atuar como hospedeiro intermediario no ciclo
de vida de diversos parasitas trematodeos. O primeiro registro deste caramujo exotico na
América do Sul ocorreu no Brasil na década de 60 para o Estado de S&o Paulo. Euridico e
ocorrendo em 4guas eutrofizadas, M. tuberculatus ja foi encontrado em diversos
estuarios. A adaptacdo a variacdo das condi¢cbes e qualidade ambiental aparentemente
sustenta sua rapida propagacdo. O presente trabalho tem como objetivo estudar a
tolerancia a salinidade de M. tuberculatus, comparando os efeitos sobre os individuos
adultos e juvenis. Os individuos considerados adultos apresentaram média de tamanho
de 13,32 mm e aqueles considerados juvenis apresentaram uma média de 7,30 mm de
comprimento. Os testes de sobrevivéncia demonstraram que a concentracdo letal para
50% (CL50) dos individuos adultos foi de 22,82%o, (IC 20,46%0-25,19%0), enquanto que
para os individuos jovens, CL50 foi de 21,56%0 (IC 20,06%0-23,07%0). Os testes de
atividade demonstraram a impossibilidade dos individuos se movimentarem quando
submetidos a salinidade de 30%o Ou superior.

Palavras-chave: caramujo de agua doce, organismo euridico, Bahia



ABSTRACT

Melanoides tuberculatus (Muller 1774) (Gastropoda: Thiaridae) is a freshwater mollusk
native of Africa and Asia that has been monitored worldwide — it became a bioinvader
species characterized by potential dispersion and increasing geographic distribution, being
also host of trematode parasites. The first occurrence to South America was reported in
the ‘60s to the State of S&o Paulo. Eurioic and highly resistant to eutrophyzed waters, M.
tuberculatus has been also found in estuarine environments. In fact, its increasing
dispersion pattern has been attributed to the ecological tolerance, including to unusual
salinity rates. This work, titled as ‘Salinity tolerance of bioinvader gastropod Melanoides
tuberculatus (Mduller, 1774) aims to analyze the behavior of M. tuberculatus to salinity
stress, comparing the effects of salinity variation on adults and juvenile individuals. The
adult individuals showed average body size of 13,32 mm while the juvenile were 7,30 mm.
Survival tests revealed a lethal concentration for 50% (LC50) of adult individuals at
22,82%o, (confidence interval between 20,46%0 and 25,19%0), and LC50 of juvenile at
21,56%o (confidence interval between 20,06%0 and 23,07%o.). Following activity tests, the
individuals were motionless at 30%o or higher salinity.

Keywords: freshwater snail, eurioic organism, Bahia



introducéo
A introducéo de espécies exdticas pode ocorrer naturalmente ou por agdes antrdpicas. Estas introdugdes
podem ser assimiladas pelas comunidades sem efeitos perceptiveis ou serem responséaveis diretas por
alteracGes drésticas que afetam as espécies nativas, inclusive extinguindo-as (Towsend et al. 2010). De fato,
a bioinvasdo é o segundo fator mais importante que atua sobre o declinio da biodiversidade, estando atras
somente da degradacdo de habitats (Cain et al. 2011).

As atividades humanas que promovem este fendmeno podem ser intencionais ou acidentais. A
utilizacdo de caramujos exaticos tem sido aplicado ao controle bioldgico de vetores de doenca. Na llha da
Martinica (Caribe), por exemplo, o tiarideo Melanoides tuberculatus (Muller, 1774) foi introduzido na
década de 80 para combater Biomphalaria glabrata (Say, 1818) e B. straminea (Dunker, 1848), hospedeiros
intermediarios de Schistosoma mansoni (Pointier 2001). Porém, a exclusdo de Biomphalaria por Melanoides
trouxe consequéncias inesperadas. Melanoides tuberculatus pode atuar como hospedeiro intermediario de

diversos parasitas trematddeos que afetam tanto a sallde humana quanto a de animais de interesse comercial.

Melanoides tuberculatus ¢ um molusco nativo da regido nordeste da Africa e sudeste da Asia (Gutiérrez
Gregoric et al. 2007), que estd sendo monitorado mundialmente por se tratar de um bioinvasor de
distribuicdo acelerada e crescente (Bogea et al. 2005, Bolaji et al. 2011). As fémeas de M. tuberculatus tém a
capacidade de se reproduzir por partenogénese, fato que agrava a proliferacdo desordenada e o torna um
grande competidor. Localmente, as populagfes costumam apresentar elevadas densidades, com registros de
até 17000 ind/m2 (Jesus et al. 2007).

O primeiro registro deste caramujo exdtico na América do Sul ocorreu no Brasil, em 1967, na cidade de
Santos (SP). Sua introducdo foi atribuida ao comércio de plantas e peixes ornamentais de agua doce (Vaz et
al. 1986). Atualmente, ha registros deste organismo em diversos estados brasileiros, abrangendo importantes
bacias hidrograficas e reservatérios artificiais do pais. Fernandez et al. (2003) realizaram uma revisdo
bibliografica para reportar a distribui¢do de M. tuberculatus nos Estados da Bahia (municipios de Cariranha,
Coaraci, Itajuipe e Salvador), Ceara, Distrito Federal, Espirito Santo, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Minas Gerais, Para, Paraiba, Parana, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Santa
Catarina, S&o Paulo e Tocantins.

Além dos aspectos ja citados, M. tuberculatus possui capacidade de dispersdo e elevada tolerancia aos
ambientes estuarinos e marinhos. Sob condicBGes experimentais, ha relatos de sobrevivéncia a salinidades
extremas de até 45%o (Bolaji et al. 2011). Dessa forma, é possivel que um dos meios de conquistar novos
ambientes seja justamente invadindo estuarios para alcancar corpos d’agua mais adequados ao seu
desenvolvimento. Com base nestas observacOes, este trabalho tem como objetivo analisar o efeito da

salinidade sobre os individuos adultos e juvenis de M. tuberculatus.
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materiais e métodos

coleta de espécimes
As coletas dos espécimes de M. tuberculatus foram realizadas as margens da lagoa localizada no Parque
Metropolitano de Pituagu (PMP), em Salvador (BA) com auxilio de rede manual (23 x 17 cm, malha de 1,0

mm). (Fig. 2).

Figura 2. Coleta realizada na margem da lagoa do Parque Metropolitano de Pituagu.

Aparentemente, a maior quantidade de individuos se encontrava enterrada no sedimento ou abrigados da
luminosidade, embaixo de plantas, habito condizente com o observado por Okumura (2006), sendo comum
também observar individuos aderidos as folhas de amendoeira (Terminalia catappa L.) para se alimentar
(Fig. 3). Para capturar a maioria dos organismos foi necessario realizar um arrasto superficial no sedimento

com a rede.
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Figura 3. Individuos de Melanoides tuberculatus sobre folha de amendoeira
(Terminalia catappa L.).

Ao serem coletados, os individuos foram armazenados em recipientes plasticos perfurados contendo
fragmentos de folha de amendoeira, onde permaneceram para aclimatacdo em laboratério durante sete dias,
sendo renovada a agua (retirada da lagoa do local de coleta) e alimentacdo a cada dois dias. Foram realizadas
duas coletas: a primeira no dia 05 de setembro de 2012 e a segunda no dia 12 de novembro de 2012 (ambas
no periodo da primavera).

local de coleta

O Parque Metropolitano de Pituagu esta localizado entre as coordenadas geograficas 12°06°24”S /
38°24°22”W e 12°57°47S / 38°27°07”W, no municipio de Salvador (Teles & Bautista 2006), foi inaugurado
em 04 de setembro de 1973 pelo Decreto Estadual n® 23.666 e reconhecido como Unidade de Conservacéo
no ano de 1977 sob o Decreto Municipal 5.158 (Gdes-Neto et al. 2012).

O parque abrange atualmente 425 hectares de area preservada remanescente da Mata Atlantica e uma
mata ciliar contornando o espelho d’agua em forma de trevo, apresentando reentrancias € pequenas
peninsulas (Sousa & Mota 2006). A sua lagoa se estende por quatro quildmetros, contendo 200 mil metros

quadrados de espelho d’agua, sendo construida artificialmente no ano de 1906, a partir da barragem do Rio

Pituacu, que abastecia Salvador (SEMA 2012).
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Apesar de ser decretado como Unidade de Conservacdo, o0 PMP sofre diversas a¢fes antropicas, como
por exemplo, lancamento de esgotos na lagoa, atividade de pesca clandestina, destruicdo da mata ciliar,
trafego intenso de moradores e introducdo de animais silvestres (Oliveira-Alves et al. 2005). Sua topografia
apresenta colinas elevadas, estando 0s pontos mais altos entre 45-50 m e 0s mais baixos com 5 m de altitude,
sofrendo uma grande influéncia maritima devido a proximidade com o oceano. A pluviosidade média anual
no local chega a 1800 mm, tendo seu maior indice pluviométrico no periodo entre marco e julho, e o periodo
menos chuvoso compreende o periodo entre agosto e fevereiro (Araujo et al. 2003).

tratamento do material biol6gico

Os estudos foram realizados em duas etapas: a) analise dos efeitos da salinidade sobre a sobrevivéncia e
b) capacidade de atividade em condigdes variaveis de salinidade. Para ambas as etapas, os individuos foram
separados em diferentes estadios de desenvolvimento (juvenil ou adulto), de acordo com o tamanho da

concha.

Em estudo realizado por Okumura (2006), os individuos de M. tuberculatus atingiram sua maturidade
sexual entre 9,97 mm e 10,28 mm de tamanho. Considerando estes dados, foi definido para a presente andlise
gue os individuos medindo a partir de 10 mm seriam caracterizados como adultos e aqueles menores que 10
mm seriam juvenis. Para aferir estas medidas, foi utilizado um microscopio estereoscopio (Tabela em

anexo).

Devido a alteragdes causadas pela erosdo da concha, o tamanho do corpo de alguns individuos coletados
apresentou medida inferior ao valor real, caso ndo houvesse danos. Tal desgaste ocorre na regido da
protoconcha, ponto entre os limites para aferir o tamanho total do corpo. Dessa forma, foi verificada a
relacdo do tamanho total do corpo com o da abertura opercular, afim de verificar a existéncia de uma

correlagdo entre essas medidas.

testes de sobrevivéncia
A primeira coleta de M. tuberculatus ocorreu no dia 05 de setembro de 2012, com a finalidade de

realizar testes de tolerancia dos organismos a diferentes concentracbes de salinidade, adaptando a
metodologia descrita por Bolaji (2011).

Foram capturados 986 espécimes, dos quais foram separados 500 individuos para a realizagdo dos
testes. Deste total, 250 foram considerados jovens e 250 adultos (separacdo baseada no tamanho da concha).
Estes foram distribuidos em cinco concentragdes diferentes de salinidade, 35%o, 27%o, 18%o, 9,0%0 mais
grupo controle com 0%o (valores aproximados, obtidos através de refratdmetro manual). Para cada
concentracdo testada foram utilizadas cinco réplicas contendo dez individuos por recipiente. (Figs. 4 e 5).

A contagem dos sobreviventes foi realizada uma vez ao dia, sempre no mesmo horério. Os individuos
permaneciam durante uma hora no recipiente original de suas respectivas amostras durante o procedimento,
sendo entdo transferidos para potes contendo apenas dgua da lagoa do PMP, onde permaneciam por mais

uma hora, sendo feita uma segunda contagem para confirmagdo do nimero de sobreviventes. O protocolo de
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transferéncia foi necessario por ter sido observado que todos os individuos da amostra A (35%o) se

encontravam inertes.

Figura 4. Montagem dos experimentos.
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Figura 5. Recipiente com individuos de Melanoides tuberculatus e folha de amendoeira.

Foram considerados vivos os individuos que apresentaram ao menos uma dentre trés caracteristicas: a)
locomogdo dos individuos dentro dos recipientes, b) aderidos as paredes dos recipientes e ¢) reagindo ao
toque quando uma porc¢do do corpo se encontrava projetado para fora da concha.

O experimento durou uma semana (168 h) e os organismos foram mantidos a temperatura constante de

22°C e fotoperiodo de 12 horas, em cdmara de germinacéo (Fig. 6).
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Figura 6. Camara de germinacdo (temperatura 22°C, fotoperiodo 12h).

Para manter os individuos alimentados, foram utilizados fragmentos de folhas de amendoeira, visto que
foi observada em campo a presenca de individuos aderidos a este substrato.

A 4gua do mar utilizada para a realizagdo dos testes de sobrevivéncia foi obtida na Praia de Ondina
(Salvador/BA), a salinidade foi medida com o refratbmetro manual, constatando-se o valor de 35%o.

Para obter as diferentes salinidades testadas, foi necessario realizar diluigdes da agua do mar. As
diluicdes foram feitas com agua da lagoa do Parque Metropolitano de Pituagu (salinidade medida em 0%o).

As proporcdes encontram-se discriminadas na Tabela I.
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Tabela I. Proporc¢éo de diluicdes de d&gua do mar para as respectivas amostras (A-E).

AMOSTRA SALINIDADE PROPORQAO

AGUA DO MAR AGUA DOCE
A 35%o 100% (200 ml) 0% (0 ml)
B 27%o 75% (150 ml) 25% (50 ml)
C 18%o 50% (100 ml) 50% (100 ml)
D 9%o 259 (50 ml) 75% (150 ml)
E 0%o 0% (0 ml) 100% (200 ml)

testes de atividade
A segunda coleta de exemplares de M. tuberculatus se deu no dia 12 de novembro de 2012, com a

captura de 1223 espécimes. Destes, foram separados 500 individuos para realizar os testes de atividade,
mantendo a propor¢do de 250 individuos jovens e 250 adultos. Os espécimes foram distribuidos em cinco
concentracdes de salinidade (diferentes das utilizadas no teste anterior), sendo estas: 33%o, 30%o, 26%0, 21%o
mais grupo controle com 0%o (valores aproximados, obtidos através de refratbmetro manual).

As concentragdes de salinidade neste segundo experimento foram alteradas por observagdes feitas
durante o teste de sobrevivéncia, em que todos os individuos presentes nas réplicas da amostra A (35%o) se
encontravam imoveis até a transferéncia dos mesmos para agua doce. Portanto, a partir desta concentracdo
(sendo constituida apenas de agua do mar), foram sendo realizadas diluigdes acrescentando gradualmente 20

ml (10% do volume total) de dgua da lagoa do PMP, como pode ser visto na Tabela I1.

Tabela I1. Proporcdo de dilui¢des de 4gua do mar para as respectivas amostras (F-J).

AMOSTRA SALINIDADE PROPORGAO

AGUA DO MAR AGUA DOCE
F 33%o 90% (180 ml) 10% (20 ml)
G 30%o 80% (160 ml) 20% (40 ml)
H 26%o 70% (140 ml) 30% (60 ml)
| 21%o 60% (120 ml) 40% (80 ml)
J 0% 0% (0 ml) 100% (200 ml)
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Para cada concentracdo testada foram novamente utilizadas cinco réplicas contendo dez individuos por
recipiente. Este experimento foi realizado em apenas 24 h, por ser constatada a morte de todos os individuos
presentes na mais alta concentracdo de salinidade (35%.) em apenas 48 h no primeiro experimento. As
condicdes de temperatura (22°C) e fotoperiodo (12 horas) em cdmara de germinacdo foram mantidas.

A andlise da atividade seguiu o0 mesmo critério dos testes de sobrevivéncia, observando as trés
caracteristicas de atividade citadas anteriormente, sendo mantida a dura¢do de uma hora com individuos na

solugdo da amostra e uma hora em &gua doce.

analises estatisticas

Para testar a eficacia da utilizacdo apenas a medida do tamanho do corpo como meio de separagao entre
juvenis e adultos, foi realizado um teste de correlagdo linear de Pearson utilizando o software GraphPad
InStat entre o comprimento do corpo e tamanho da abertura opercular visto que ¢ comum observar

individuos com conchas danificadas (normalmente o apice/protoconcha encontra-se quebrado ou erodido).

Para calcular a concentracdo letal para 50% dos individuos (LC50) submetidos aos testes de

sobrevivéncia foi realizada uma analise de regressdo probit utilizando o software Statistica.

A anélise de variancia (ANOVA) e teste de comparacfes multiplas de Tukey-Kramer foram realizados
utilizando o software GraphPad InStat para confirmar o significado estatistico dos valores obtidos para os

testes de sobrevivéncia e de atividade.

resultados

teste de correlagdo

O teste de correlacdo linear de Pearson realizado entre o tamanho do corpo e o tamanho da abertura
opercular teve como objetivo confirmar que o tamanho do corpo cresce proporcionalmente ao tamanho da
abertura opercular e que os individuos podem ser considerados adultos ou juvenis usando apenas uma das
medidas, (principalmente quando a protoconcha encontra-se danificada). O teste foi considerado

extremamente significante, com valor bicaudal de P < 0.0001.

O coeficiente de correlacdo (r) encontrado para a amostra de 500 individuos (250 adultos e 250 juvenis)
foi de 0.9650, sendo portanto observada uma correlagdo positiva forte entre o tamanho da concha e o

tamanho da abertura opercular (Fig. 7).
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Figura 7. Diagrama de disperséo (tamanho do corpo x tamanho da abertura opercular). Correlacdo positiva forte
(r = 0.9650).

testes de sobrevivéncia

Durante o periodo de aclimatacdo referente a primeira coleta, quando todos os individuos se
encontravam imersos apenas com agua retirada do local de coleta, foram constatadas 127 mortes, do total de
986 organismos.

Passadas 96h do experimento, a concentracdo letal para 50% (CL50) dos individuos adultos foi de
22,82%o, com intervalo de confianga entre 20,46%o e 25,19%0, enquanto que para os individuos jovens, a
CL50 obtida foi de 21,56%o, com intervalo de confianca entre 20,06%o0 € 23,07%eo.

O periodo de 96 h foi estabelecido por ser o tempo limite de exposi¢éo para teste agudo de toxicidade,
porém, as observacgdes se estenderam por 168 h (ou, sete dias). Os graficos contabilizando a sobrevivéncia

diaria dos individuos podem ser vistos nas Figuras 8 e 9.

19



8 ——0
W T -
R S
\ \ ===35

Individuos
Lol

2
O T T T T X T )K T )1'\ T kl
Oh 24h  48h 72h 96h 120h 144h 168h
Tempo

Figura 8. Gréfico de sobrevivéncia média diaria dos individuos adultos.

12

1: ] B +—

L\ -
LN .
\ \\(—x—x —=35

Oh 24h  48h  72h  96h 120h 144h 168h
Tempo

Individuos

Figura 9. Gréfico de sobrevivéncia média diéria dos individuos juvenis.

A andlise de variancia (ANOVA) realizada para comparar a taxa de sobrevivéncia entre as diferentes
concentragdes de salinidade constatou diferenca extremamente significante (P<0.0001) tanto para individuos

adultos quanto para individuos juvenis.
Os valores de sobrevivéncia de individuos adultos e juvenis ao final de 96 horas encontram-se

discriminados nas Tabelas I11 e 1V, respectivamente.

20



Tabela Ill. Teste de sobrevivéncia de individuos adultos de Melanoides tuberculatus a diferentes concentragdes de

salinidade. Sobrevivéncia por réplica (R1, R2, R3, R4 e R5) e total.

Temperatura da Incubadora: 22°C
Duracéo: 96h

Sobrevivéncia

Concentracio (%) R1 R2 R3 R4 R5 Total %
35 0 0 0 0 0 0 0

27 2 3 2 4 1 12 24

18 7 10 9 10 10 46 92

9 8 10 10 10 9 47 94
Controle (0) 8 9 5 4 8 34 68

Tabela IV. Teste de sobrevivéncia de individuos juvenis de Melanoides tuberculatus a diferentes concentragdes de

salinidade. Sobrevivéncia por réplica (R1, R2, R3, R4 e R5) e total.

Temperatura da Incubadora: 22°C
Duragéo: 96h

Sobrevivéncia

Concentracao (%o) R1 R2 R3 R4 RS Total %
35 0 0 0 0 0 0

27 6 3 2 1 1 13 26

18 8 10 9 10 10 47 94

9 10 7 44 88

Controle (0) 5 8 38 76

O teste de comparagGes multiplas de Tukey-Kramer foi realizado para analisar se as diferencas

encontradas entre as amostras apresentavam significado estatistico, através de comparacGes par a par

(Tabelas V e VI).
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Tabela V. Teste de comparages multiplas de Tukey-Kramer para amostras dos individuos adultos de Melanoides
tuberculatus submetidos aos testes de sobrevivéncia. Amostra A = 35%., Amostra B (27%.), Amostra C (18%o),
Amostra D (9%o0) e Amostra E (0%o). *** = significante, ns = ndo significante

Comparagéo Diferenca Média Significado Valor de P
estatistico

Amostra A vs Amostra B -4.400 folakel P < 0.001
Amostra A vs Amostra C -9.400 folakel P <0.001
Amostra A vs Amostra D -9.800 folakel P <0.001
Amostra A vs Amostra E -8.800 e P <0.001
Amostra B vs Amostra C -5.000 el P <0.001
Amostra B vs Amostra D -5.400 e P <0.001
Amostra B vs Amostra E -4.400 il P <0.001
Amostra C vs Amostra D -0.4000 ns P>0.05
Amostra C vs Amostra E 0.6000 ns P>0.05
Amostra D vs Amostra E 1.000 ns P>0.05

Tabela VI. Teste de comparagdes multiplas de Tukey-Kramer para amostras dos individuos juvenis de Melanoides
tuberculatus submetidos aos testes de sobrevivéncia. Amostra A = 35%., Amostra B (27%0), Amostra C (18%o),

Amostra D (9%o) e Amostra E (0%o). *** = significante, ns = ndo significante

Comparagéo Diferenca Média  Significado estatistico Valor de P
Amostra A vs Amostra B -3.600 falekal P<0.01
Amostra A vs Amostra C -9.600 ool P <0.001
Amostra A vs Amostra D -9.000 ool P <0.001
Amostra A vs Amostra E -8.200 falekal P <0.001
Amostra B vs Amostra C -6.000 falekal P <0.001
Amostra B vs Amostra D -5.400 ool P <0.001
Amostra B vs Amostra E -4.600 ool P <0.001
Amostra C vs Amostra D 0.6000 Ns P>0.05
Amostra C vs Amostra E 1.400 Ns P>0.05
Amostra D vs Amostra E 0.8000 Ns P> 0.05

O teste apontou para uma diferenca significativa na quantidade de individuos sobreviventes ao final das
96 h de experimento entre a maioria das comparagdes par a par. Tanto para os individuos juvenis quanto para
os individuos adultos - apenas trés das comparacfes ndo apresentaram uma variacdo significativa na

quantidade de sobreviventes, sendo as comparagdes entre: amostra C (18%o) com as amostras D (9%o) € E
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(0%o0) e na comparacdo entre a amostra D (9%o0) com a amostra E (0%o). O que demonstra que todas as
comparacdes em que pelo menos um dos dois maiores valores de salinidade (27%o e/ou 35%o) esta presente,

ha variagdes significativas na quantidade de individuos sobreviventes.

testes de atividade
Durante a andlise dos testes de sobrevivéncia, foi possivel observar que os individuos que se

encontravam expostos a salinidade de 35%. permaneciam completamente inertes enquanto imersos no meio.
Porém, ao serem transferidos para um meio contendo apenas agua da lagoa, em cerca de 30 minutos, 0s
individuos vivos passavam a projetar o seu corpo para fora da concha e reagiam ao toque.

Ja nos testes de atividade, sob influéncia de novas concentragcdes de salinidade, este comportamento
p6de ser observado também em todas as réplicas (tanto de adultos quanto juvenis) das amostras contendo as
solugdes de 33%o e 30%.. Nas demais amostras (26%o e 21%o), ndo houve diferenca na contagem de
individuos ativos na solugéo para a segunda contagem, quando 0S mesmos estavam imersos na agua da lagoa
(Tabelas V11 e VIII, Figs. 10 e 11).

Tabela VII. Teste de atividade de individuos adultos de Melanoides tuberculatus a diferentes concentragcdes de
salinidade. T = Tratamento contendo salinidade indicada; ST = Recipiente sem tratamento (apenas agua da lagoa do
PMP); Réplicas (R1, R2, R3, R4 e R5).

Concentracao R1 R2 R3 R4 R5
(%o) T ST T ST T ST T ST T ST
33 0 10 0 8 0 7 0 6 0 6
30 0 8 0 9 0 7 0 8 0
26 10 10 9 9 9 10 10 9
21 10 10 10 10 10 10 9 9 10 10

Controle (0) 10 - 10 - 10 9 - 10

Tabela VIII. Teste de atividade de individuos juvenis de Melanoides tuberculatus a diferentes concentracdes de
salinidade. T = Tratamento contendo salinidade indicada; ST = Recipiente sem tratamento (apenas agua da lagoa do
PMP); Réplicas (R1, R2, R3, R4 e R5).

R1 R2 R3 R4 R5
Concentragao T ST T ST T ST T ST T ST
(%0)
33 0 3 0 4 0 6 0 7 0 5
30 0 7 0 5 0 3 0 7 0 4
26 10 10 9 9 10 10 10 10 6 6
21 10 10 10 10 10 10 10 10 9 9
Controle (0) - 10 - 10 - 10 - 10 - 10
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Figura 10. Gréfico de atividade dos individuos adultos.
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A partir destes resultados, foi novamente realizado o teste de comparagdes multiplas de Tukey-Kramer

para analisar se as diferencas encontradas entre as amostras apresentavam significado estatistico, através de

comparagdes par a par (Tabelas IX e X).
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Tabela IX. Teste de comparagfes multiplas de Tukey-Kramer para amostras dos individuos adultos de Melanoides
tuberculatus submetidos aos testes de atividade. Amostra F = 33%o, Amostra G (30%.), Amostra H (26%o.), Amostra |
(21%o0) e Amostra J (0%o). *** = significante, ns = ndo significante

Comparacéo Diferenca Média  Significado estatistico Valor de P
Amostra F vs Amostra G 0.000 ns P>0.05
Amostra F vs Amostra H -9.400 ekl P <0.001
Amostra F vs Amostra | -9.800 ekl P <0.001
Amostra F vs Amostra J -9.800 il P <0.001
Amostra G vs Amostra H -9.400 il P <0.001
Amostra G vs Amostra | -9.800 il P <0.001
Amostra G vs Amostra J -9.800 falekal P <0.001
Amostra H vs Amostra | -0.4000 ns P>0.05
Amostra H vs Amostra J -0.4000 ns P>0.05
Amostra | vs Amostra J 0.000 ns P>0.05

Tabela X. Teste de compara¢fes multiplas de Tukey-Kramer para amostras dos individuos juvenis de Melanoides
tuberculatus submetidos aos testes de atividade. Amostra F = 33%o, Amostra G (30%o), Amostra H (26%.), Amostra |
(21%o) e Amostra J (0%o). *** = significante, ns = ndo significante

Comparagéo Diferenga Média  Significado estatistico Valor de P
Amostra F vs Amostra G 0.000 ns P>0.05
Amostra F vs Amostra H -9.000 HHx P <0.001
Amostra F vs Amostra | -9.800 ekl P <0.001
Amostra F vs Amostra J -10.000 ookl P <0.001
Amostra G vs Amostra H -9.000 HHx P <0.001
Amostra G vs Amostra | -9.800 HHx P <0.001
Amostra G vs Amostra J -10.000 ookl P <0.001
Amostra H vs Amostra | -0.8000 ns P>0.05
Amostra H vs Amostra J -1.000 ns P>0.05
Amostra | vs Amostra J -0.2000 ns P>0.05

O teste demonstrou haver diferenca significativa na quantidade de individuos ativos ao final das 24 h de
experimento entre a maioria (seis) das comparacdes par a par, sendo estas: amostra F (33%o) comparada as

amostras H (26%o), I (21%o) ¢ J (0%o); amostra G (30%o) comparada as amostras H (26%o), I (21%o0) e J (0%o).
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Enquanto quatro das comparagGes ndo apresentaram uma variagdo significativa na quantidade de
individuos ativos, sendo as comparagdes entre: amostra F (33%o) com a amostra G (30%o); amostra H (26%o)

com as amostras | (21%o) e J (0%o0) e na comparagao entre a amostra I (21%o) com a amostra J (0%o).

Portanto, ndo houve diferenca significativa quando comparadas as duas maiores concentragdes de
salinidade entre si, pois ambas obtiveram 0 mesmo resultado, inibindo a atividade de 100% dos individuos.
Porém, quando uma destas concentragdes (33%o ou 30%0) foi comparada com quaisquer outras amostras, a

diferenca foi significativa, demonstrando que estas concentracdes inibem a atividade dos organismos.

discusséo
De acordo com Rocha (1983), a medida do tamanho do corpo é uma propriedade fundamental dos

organismos e pode servir como ponto de partida para estudos acerca dos processos fisioldégicos de um

organismo perante o estresse por substancias toxicas.

O presente trabalho propds analisar os efeitos da salinidade sobre a atividade e sobrevivéncia de
individuos de M. tuberculatus em diferentes estadios de desenvolvimento (adulto e juvenil). Para tal, foi
adotado o comprimento do corpo dos individuos, separando aqueles medindo a partir de 10,00 mm como
adultos e os que apresentaram medidas abaixo deste valor foram considerados juvenis. Entretanto, esta
medida por si sé pode ser falha, afinal, os individuos capturados in situ podem apresentar o tamanho corporal

medido equivocadamente por danos causados a protoconcha.

Este valor se baseou na maturidade sexual obtida em estudos realizados no Brasil por Okumura (2006).
A autora registrou a maturidade sexual para esta espécie quando os individuos apresentavam
aproximadamente de 9,97 a 10,28 mm. Porém, a mesma cita estudos realizados em Hong Kong por Dudgeon
(1986) registrando a maturidade sexual para a espécie com medidas variando entre 10,8 e 11,5 mm, enquanto
estudos realizados na Malésia por Berry e Kadri (1974) descreveram individuos se reproduzindo com
tamanhos entre 8,3 e 9,5 mm. Tais diferencas podem ser justificadas pela variabilidade genética de diferentes

populagdes ou até mesmo metodologias diferentes aplicadas nos trabalhos citados.

Bolaji et al. (2011) utilizaram mais um parametro para estabelecer a idade dos individuos de M.
tuberculatus, correlacionado o nimero de espirais encontradas na concha ao comprimento da mesma. Os
autores verificaram que os individuos juvenis entre 1 — 2 mm apresentavam em média conchas com 3
espirais, enquanto que os adultos possuiam de 8 a 11 espirais. O teste de correlagcdo de Pearson realizado
pelos autores identificou uma correlagdo significativa entre 0 comprimento da concha e 0 nimero de espirais
(r=0.625, P <0.01).

Porém, tais parametros utilizados podem ser falhos para determinar o estadio de desenvolvimento dos
individuos, visto que é comum a captura de organismos com conchas danificadas, resultando na reducdo do
comprimento e/ou numero de espirais das mesmas. O presente trabalho realizou o teste de correlagdo de
Pearson entre o comprimento da concha e o tamanho da abertura opercular dos individuos, obtendo como

resultado uma correlagdo positiva forte (r = 0,9650, P < 0.0001). Apesar da forte correlacdo, € perceptivel

26



pelo diagrama de dispersdo que para os individuos maiores a relacdo é menos acentuada, sendo, portanto,
mais aconselhavel utilizar a medida do tamanho da abertura opercular como critério de avaliacdo de faixa

etaria dos individuos.

A distribuicdo e abundancia de seres vivos depende de uma gama de fatores, como a temperatura,
umidade, luminosidade, dentre outros. De acordo com Maia et al. (2011), a distribuicdo do gastrépode
Melampus coffeus, tipico de regides estuarinas, esta determinada principalmente pela salinidade, tipo de

sedimento e o estresse & dessecacdo (alternancia entre tempo de exposicéo e submersao).

Estudos realizados por Kock & Wolmarans (2009), demonstram uma maior abundancia de M.
tuberculatus em ambientes de agua parada e de volume perene, com substratos lamacentos ou arenosos e

com uma faixa de temperatura entre 21°C e 25°C.

Abilio et al. (2006), destacam que a alteracdo na qualidade quimica da &gua e a precipitacdo
pluviométrica contribuem para as flutuacdes na riqueza de grupos e densidades populacionais de
macroinvertebrados bentdnicos. De acordo com Abilio (1997), fortes chuvas provocaram o desaparecimento

de M. tuberculatus por um periodo de quatro meses no acude de Sdo Mamede (PB), no ano de 1996.

De acordo com Araujo e colaboradores (2003), o periodo de maior indice pluviométrico no PMP ocorre
entre 0os meses de marco a julho, enquanto o periodo entre agosto e fevereiro € menos chuvoso. As coletas
deste trabalho ocorreram entre setembro e novembro, periodo de menor indice pluviométrico. Portanto, a
grande abundéancia de individuos encontrados no local pode ndo se repetir durante o periodo chuvoso. Uma
andlise temporal da distribuicdo dos individuos ao longo do ano pode fornecer informacgdes importantes
acerca da sua ocorréncia e possiveis flutuaces populacionais ao longo do ano.

No presente estudo, apds 96 h dos testes de sobrevivéncia, a tolerdncia de M. tuberculatus a salinidade
apresentou valores préximos para individuos considerados adultos (CL50 = 22,82%o, IC = 20,46%o -
25,19%o) e para individuos considerados juvenis (CL50 = 21,56%o, IC = 20,06%o - 23,07%o).

Bolaji et al. (2011) ndo separou os individuos por classe etaria ao realizar a exposi¢do de M.
tuberculatus a salinidade e obteve CL50 de 24.42%o0 (IC = 21.40%0 — 25.42%0) ao final de 96 h de

experimento, sendo um valor relativamente préximo ao obtido da atual anlise.

Mitchell (2006 apud Bolaji et al. 2011) notou a capacidade de M. tuberculatus em se retrair para a
concha e selar o opérculo em casos de estresse, na presenca de um componente toxico no ambiente ou no
combate a dessecagdo. Outra caracteristica peculiar observada foi a habilidade de se aderir a superficie da
agua e flutuar. Retracdo para o interior da concha e flutuacdo também foram observados no presente
trabalho.

Os testes de atividade realizados demonstraram que em salinidade superior ou igual a 30%o, os
individuos tiveram a sua mobilidade inibida. Porém, a capacidade de retrair e de se aderir a superficie da
agua podem representar importantes mecanismos de dispersdo deste caramujo ao se proteger do ambiente

estressante até alcancar condigdes favoraveis.
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Por fim, cabe ressaltar que, assim como nos estudos de Bolaji (2011), os individuos coletados para os
experimentos de tolerdncia a salinidade foram capturados em ambientes estritamente de agua doce.
Resultados distintos devem ser obtidos com individuos encontrados naturalmente em ambientes estuarinos —
provavelmente sujeitos a variagBes maiores da salinidade. Assim, novas investigaces sdo necessarias para
avaliar a influéncia da salinidade sobre aspectos adaptativos, particularmente, relacionados a capacidade de

dispersdo e bioinvasao de M. tuberculatus.
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